
 

Charakterisierung von                                           

Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten 

und 

Adenosin-Rezeptor-Heterodimeren 

 

Dissertation 

zur 

Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.) 

der 

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der 

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn 

 

vorgelegt von 

Sonja Hinz 

aus 

Siegburg 

 

Bonn 2012 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Angefertigt mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der 

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Gutachter: Prof. Dr. Christa E. Müller 

2. Gutachter: Prof. Dr. Ivar von Kügelgen 

Tag der Promotion:  17.12.2012 

Erscheinungsjahr: 2013 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Januar 2008 bis Juni 2012 am 

Pharmazeutischen Institut der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn unter der 

Leitung von Frau Prof. Dr. Christa E. Müller durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mein ganz besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Christa E. Müller, die mich dazu ermutigt hat 

diese Arbeit anzufertigen. Ich danke ihr für ihre stets freundliche Betreuung, die zahlreichen 

Anregungen und die Unterstützung, die maßgeblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen 

haben. 

 

Herrn Prof. Dr. Ivar von Kügelgen danke ich sehr herzlich für die freundliche Übernahme des 

Koreferats. Herrn Prof. Dr. Gerd Bendas und Herrn Prof. Dr. Jörg Höhfeld danke ich für die 

Mitwirkung in meiner Promotionskommission.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Sebastian 

und 

meiner Familie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          „In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den Kindern,  

                                      die am Rande des Wissens hier und da einen Kiesel aufheben,   

                                      während sich der weite Ozean des Unbekannten vor unseren Augen erstreckt.“ 

 

Isaac Newton 



 



Inhaltsverzeichnis  I 

 

Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung 1 

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 1 

1.2 Klassifizierung von purinergen Rezeptoren 5 

1.3 Adenosinrezeptoren 6 

1.4 Homo-, Heterodimerisierung und Oligomerisierung von                                              

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 13 

1.4.1 Adenosin-Rezeptor-Homodimere 17 

1.4.2 Adenosin-Rezeptor-Heterodimere/Oligomere 19 

1.5 Ziele der Arbeit 24 

2 Charakterisierung von humanen und Nagetier-Adenosin-A2B- 

Rezeptoren mit [³H]NECA 27 

2.1 Einleitung 27 

2.1.1 Prinzip von Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 27 

2.1.2 Antagonisten und Agonisten für Adenosin-A2B-Rezeptoren 30 

2.2 Methodenentwicklung 33 

2.2.1 Zusammenfassung 37 

2.3 Assoziations- und Dissoziationsexperimente an humanen                                          

Adenosin-A2B-Rezeptoren 37 

2.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 39 

2.4 Sättigungsexperimente an humanen, Maus- und                                                       

Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren 39 

2.4.1 Zusammenfassung und Diskussion 41 

2.5 Kompetitionsexperimente an humanen, Maus- und                                                  

Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren 42 

2.5.1 Homologe Kompetitionsexperimente 43 



II   Inhaltsverzeichnis 

2.5.2 Heterologe Kompetitionsexperimente mit verschiedenen Standardagonisten und 

Antagonisten 44 

2.5.3 Zusammenfassung und Diskussion 50 

3 Charakterisierung des Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583  

an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien 53 

3.1 Einleitung 53 

3.1.1 Pharmakologische Klassifizierung von Agonisten und Antagonisten 53 

3.1.2 Allosterische Modulation des Ligandenbindungsverhaltens an                           

Adenosin-Rezeptoren durch Natrium-Ionen 55 

3.1.3 Adenosin-A2B-Rezeptor vermittelte intrazelluläre cAMP-Akkumulation 56 

3.1.4 Prinzip von cAMP-Akkumulationsexperimenten 57 

3.1.5 Adenosin-A2B-Rezeptor vermittelte intrazelluläre Calcium-Freisetzung 58 

3.1.6 Prinzip der fluorimetrischen Calcium-Experimente 59 

3.1.7 Pharmakologische Experimente mit dem A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 59 

3.2 Natrium-Shift-Experimente an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren 60 

3.2.1 Zusammenfassung und Diskussion 62 

3.3 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation in HEK-293- und in 

rekombinanten HEK-hA2B-Zellen 62 

3.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 65 

3.4 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in HEK-293- und in 

rekombinanten HEK-hA2B-Zellen 66 

3.4.1 Zusammenfassung und Diskussion 69 

3.5 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation und Calcium-Freisetzung             

in Jurkat-T- und Messung der Calcium-Freisetzung in CHO-hA2B-Zellen 70 

3.5.1 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation in Jurkat-T-Zellen 70 

3.5.2 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in Jurkat-T-Zellen 72 

3.5.3 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in CHO-hA2B-Zellen 73 

3.5.4 Zusammenfassung und Diskussion 74 

3.6 Zusammenfassung und Diskussion 75 



Inhaltsverzeichnis  III 

 

4 Pharmakologische Untersuchungen an doppelt-transfizierten         

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 79 

4.1 Einleitung 79 

4.2 Detektion von A2A- und A2B-Rezeptoren auf mRNA-Ebene 82 

4.3 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien an CHO-hA2A-hA2B-Zellen 83 

4.4 cAMP-Experimente an CHO-hA2A-hA2B-Zellen 85 

4.5 Zusammenfassung und Diskussion 89 

5 Kolokalisationsexperimente an doppelt-transfizierten                             

CHO-hA2B-EYFP-hA2A-ECFP-Zellen 91 

5.1 Einleitung 91 

5.1.1 Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 91 

5.1.2 Fluoreszierende Proteine 91 

5.2 Überprüfung der Funktionalität des A2B-EYFP Fusionsproteins und 

Kolokalisation von A2A- und A2B-Rezeptoren 93 

5.3 Zusammenfassung und Diskussion 94 

6 Fluorimetrische FRET-Experimente an doppelt-transfizierten              

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 97 

6.1 Einleitung 97 

6.1.1 Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen 97 

6.1.2 Mögliche Interaktionsflächen von dimeren Rezeptoren 100 

6.2 Expressionskontrolle der verwendeten Donor- und Akzeptorkonstrukte 102 

6.3 Bestimmung der FRET-Effizienz an doppelt-transfizierten CHO-hA2B-hA2A-

Zellen 105 

6.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 111 



IV   Inhaltsverzeichnis 

6.4 Bestimmung der FRET-Effizienz einer hA2A-Rezeptor-Mutante mit verkürztem  

C-Terminus in Kombination mit dem A2B-Rezeptor 113 

6.4.1 Zusammenfassung und Diskussion 115 

7 Fluorimetrische BiFC-Experimente an doppelt-transfizierten              

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 117 

7.1 Einleitung 117 

7.1.1 Prinzip der Bimolekularen-Fluoreszenzkomplementation 117 

7.2 Bestimmung der relativen EYFP-Fluoreszenz an doppelt-transfizierten               

CHO-hA2B-hA2A-Zellen und Überprüfung der Proteinexpression 119 

7.2.1 Zusammenfassung und Diskussion 126 

7.3 Bestimmung der BiFC-Effizienz an doppelt-transfizierten                                            

CHO-hA2B -hA2A-Zellen 127 

7.3.1 Zusammenfassung 130 

8 Zusammenfassung und Ausblick 131 

9 Experimenteller Teil 137 

9.1 Geräte und Materialien 137 

9.2 Chemikalien und Substanzen 140 

9.3 Kultivierte Zelllinien 142 

9.3.1 Verwendete Kulturmedien 142 

9.4 Radioliganden 143 

9.5 Puffer und Lösungen 144 

9.5.1 Puffer und Lösungen für Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 144 

9.5.2 Puffer und Lösungen für die Zellkultur 144 

9.5.3 Puffer und Lösungen für die Proteinbestimmung nach Lowry 146 

9.5.4 Puffer und Lösungen für die Proteinbestimmung nach Bradford 147 

9.5.5 Puffer und Lösungen für funktionelle cAMP-Experimente 147 



Inhaltsverzeichnis  V 

 

9.5.6 Puffer und Lösungen für fluorimetrische FRET- und BiFC-Experimente 147 

9.5.7 Puffer und Lösungen zum Fixieren von Zellen 147 

9.5.8 Puffer und Lösungen für intrazelluläre Calcium-Experimente 148 

9.5.9 Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 148 

9.6 Materialien für die Molekularbiologie 150 

9.6.1 Expressionsvektoren 150 

9.6.2 Primer 152 

9.6.3 Enzyme 153 

9.6.4 Antikörper 153 

9.6.5 Chemikalien und Materialien für die Molekularbiologie 153 

9.6.6 Verwendete Kits 154 

9.6.7 Marker 155 

9.7 Zellkultur 155 

9.7.1 Auftauen von Zellen 155 

9.7.2 Passagieren von Zellen 155 

9.7.3 Einfrieren von Zellen 155 

9.7.4 Zellzahlbestimmung 156 

9.7.5 Retrovirale Transfektion von GP
+ 

env AM12 und Infektion von                        

CHO-K1-, CHO-hA2B- und HEK-293-Zellen 156 

9.7.6 Zellen fixieren 157 

9.7.7 Membranpräparationen von rekombinanten CHO-hA2B, rA2B-, mA2B-                      

und CHO-hA2B-hA2A-Zellen 157 

9.8 Proteinbestimmung nach Lowry 158 

9.9 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 159 

9.9.1 Kompetitionsexperimente mit [³H]PSB-603 an humanen rekombinanten            

Adenosin-A2B-Rezeptoren 159 

9.9.2 Natrium-Shift-Experimente an humanen A2B-Rezeptoren mit [³H]PSB-603 161 

9.9.3 Assoziations- und Dissoziationsexperimente mit [³H]NECA an humanen 

rekombinanten Adenosin-A2B-Rezeptoren 162 

9.9.4 Sättigungsexperimente mit [³H]NECA an rekombinanten humanen, Ratten- und 

Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren 164 



VI   Inhaltsverzeichnis 

9.9.5 Kompetitionsexperimente mit [³H]NECA an rekombinanten humanen, Ratten-    

und Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren 165 

9.10 Fluorimetrische Calcium-Messungen an Jurkat-T-, HEK-293-,  HEK-hA2B-             

und CHO-hA2B-Zellen 166 

9.11 Präparation des cAMP-Bindeproteins 167 

9.12 cAMP-Experimente an CHO-hA2B-hA2A-Zellen 167 

9.13 cAMP-Experimente an Jurkat-T-,  HEK-293- und HEK-hA2B-Zellen 168 

9.14 Transiente Transfektion und FRET-Experimente 169 

9.15 Transiente Transfektion und BiFC-Experimente 172 

9.16 Kolokalisationsexperimente 174 

9.17 Molekularbiologische Arbeiten 174 

9.17.1 Western Blots 174 

9.17.2 Agarose Gelelektrophorese 175 

9.17.3 Herstellung von LB-Medium 175 

9.17.4 Herstellung von Agarplatten 175 

9.17.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 176 

9.17.6 Aufreinigung von PCR-Produkten 176 

9.17.7 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel 176 

9.17.8 Restriktionsverdau 177 

9.17.9 Auffüllen von 5´-überhängenden Enden mit der T4-DNA-Polymerase 177 

9.17.10 Auffüllen von 5´-überhängenden Enden mit dem Klenow-Fragment 177 

9.17.11 Ligation mit T4-DNA-Ligase 178 

9.17.12 Herstellung von chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien 178 

9.17.13 Transformation von chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien 179 

9.17.14 Anzucht von Monoklonen in Übernachtkulturen 179 

9.17.15 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien 179 

9.17.16 Sequenzierung 179 

9.17.17 Anlegen von Glycerinkulturen 180 

9.17.18 Konzentrationsbestimmung von DNA 180 

9.17.19 Nachträgliches Einfügen eines Tags oder einer Linkersequenz 180 



Inhaltsverzeichnis  VII 

 

9.17.20 RNA-Isolierung aus Zellkulturen 180 

9.17.21 Reverse Transkriptions-PCR 181 

9.17.22 Gen-Fragment Amplifizierung aus cDNA 181 

10 Abkürzungsverzeichnis 183 

11 Literaturverzeichnis 189 



 

 



Einleitung  1 

1 Einleitung 

 

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

Bei der Signaltransduktion werden extrazelluläre Signale durch Rezeptoren in der 

Plasmamembran von Zellen erkannt und in das Zellinnere weitergeleitet. Die Aktivierung der 

Rezeptoren erfolgt dabei durch die Bindung eines Liganden an eine bestimmte Bindungsstelle 

am Rezeptorprotein. Sie führt im Fall von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) zu 

einer Aktivierung heterotrimerer GTP-bindender Proteine (G-Proteine), die weitere 

Effektoren in der Zelle beeinflussen können.
1
 Des Weiteren sind auch G-Protein-unabhängige 

Signaltransduktionswege beschrieben worden.
2
 Abb. 1-1 gibt einen Überblick über die 

allgemein über G-Proteine vermittelte Signaltransduktion von GPCRs. Der Mechanismus der 

G-Protein-Aktivierung wird in Kapitel 3.1.3 und 3.1.5 genauer erläutert. 

 

 

Abb. 1-1: Durch G-Proteine vermittelte Signaltransduktion von GPCRs.
3
 

 

Ein Abschalten des Signals kann, neben einem Entfernen des Agonisten, auch durch eine β-

Arrestin induzierte Rezeptorinternalisierung erfolgen, um die Zelle für weitere äußere Reize 

empfänglich zu halten. Dabei wird nach der Bindung des Liganden (Agonisten) eine 

Phosphorylierung des Rezeptors durch bestimmte G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen 

(GRKs) herbeigeführt, was eine Rekrutierung von β-Arrestin zur Folge hat. Die Bindung des 



2  Einleitung 

β-Arrestins führt zu einer Internalisierung des phosphorylierten Rezeptors in Form von 

Membranvesikeln („clathrin-coated vesicles“), welche abgebaut oder recycelt werden, 

wodurch der Rezeptor erneut an die Zelloberfläche gelangen kann. Des Weiteren kann die 

Bindung von β-Arrestin an das Rezeptorprotein auch andere Signaltransduktionswege, wie 

die Aktivierung von MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) wie ERK zur Folge 

haben.
4
 Eine Übersicht der durch β-Arrestin vermittelten Signaltransduktion von GPCRs gibt        

Abb. 1-2. 

 

 

Abb. 1-2: Durch β-Arrestin vermittelte Signaltransduktion von GPCRs.
4
 

 

Darüber hinaus können die Rezeptor-Liganden (Agonisten) eine funktionelle Selektivität 

(„biased signalling“) für einen bestimmten Signaltransduktionsweg aufweisen. So kann ein 

Agonist z. B. zu einer Aktivierung von G-Proteinen führen, jedoch nicht zu einer 

Rekrutierung von β-Arrestin, was für die Entwicklung neuer potentieller Arzneistoffe mit 

maximaler Wirkung bei geringeren Nebenwirkungen von Bedeutung sein könnte.
5
 

 

Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) stellt die größte Protein-

kodierende Gen-Familie beim Menschen dar.
6
 Sie lässt sich aufgrund von phylogenetischen 

Merkmalen in fünf verschiedene Klassen, Glutamat-Rezeptoren, Rhodopsin-Rezeptoren, 

Adhäsions-Rezeptoren, Frizzled/Taste-2-Rezeptoren und Secretin-Rezeptoren einteilen 

(GRAFS).
7
 Weiterhin können diese in drei Hauptklassen, Klasse A (Rhodopsin-Rezeptoren), 

Klasse B (Adhäsions-Rezeptoren und Secretin-Rezeptoren) und Klasse C (Glutamat-

Rezeptoren) unterteilt werden.
8
 Allen gemeinsam ist der strukturelle Aufbau aus sieben 

transmembranären α-Helices, die durch drei intra- und drei extrazelluläre Schleifen 
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miteinander verbunden sind. Der N-Terminus ist dabei extrazellulär und der C-Terminus ist 

im Inneren der Zelle lokalisiert.
9
  

Die größte Familie der GPCRs stellt die Klasse A der Rhodopsin-Rezeptoren dar, die ca. 670 

humane Rezeptorproteine beinhaltet und in vier weitere Untergruppen α, β, γ, δ aufgeteilt 

werden kann, von welchen die olfaktorischen Rezeptoren (Gruppe δ) die größte Gruppe 

darstellen.
8
 Als physiologische Liganden für Rhodopsin-Rezeptoren sind hauptsächlich kleine 

Moleküle wie Amine, Purine, Fettsäuren, Prostaglandine, Peptide aber auch große 

Glykoproteine beschrieben worden. Ungefähr 25 % der auf dem pharmazeutischen Markt 

verfügbaren „small molecule drugs“ agieren über diese Subfamilie,
10

 was ihre hohe 

therapeutische Relevanz verdeutlicht. Des Weiteren existieren mehr als 140 „Orphan“-

Rezeptoren unter den GPCRs, deren physiologischer Ligand noch unbekannt ist, und die 

zusätzlich ein großes Potential für die Entwicklung neuer Arzneistoffe darstellen.
11

  

 

Die dreidimensionale Struktur eines GPCRs in der inaktiven Rezeptorkonformation 

(Rinderrhodopsin gebunden mit 11-cis-Retinal) konnte erstmals im Jahr 2000 von Palczewski 

et al. aufgedeckt werden.
12

 Im Jahr 2008 konnten dann erstmals Röntgenkristallstrukturen der 

aktiven Rezeptorkonformation von nativen Opsin in freier Form und zusätzlich an ein 

Peptidfragment (GαCT) gebunden, publiziert werden.
13-14

 Die Röntgenkristallstrukturen von 

Rhodopsin wurden nachfolgend als Grundlage für theoretische Modelle von anderen            

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren genutzt. Darüber hinaus wurden später eine Reihe weiterer 

Röntgenkristallstrukturen von GPCRs mit gebundenen Agonisten oder Antagonisten/inversen 

Agonisten, wie z. B. die des humanen A2A-Rezeptors,
15-18

 des humanen β2-adrenergen 

Rezeptors,
19-20

 des β1-adrenergen Rezeptor des Truthahns,
21

 des Chemokin-Rezeptors 

(CXCR4),
22

 des humanen Dopamin D3-Rezeptors,
23

 des humanen M2-muskarinischen 

Rezeptors,
24

 des humanen M3-muskarinischen Rezeptors,
25

 des humanen Histamin H1-

Rezeptors,
26

 des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors
27

 und des Maus-μ-Opioid-Rezeptors
28

 

publiziert. Die Rezeptoren konnten dabei unter anderem durch die Verknüpfung mit 

monoklonalen Antikörper-Fragmenten (Fab-Fragment), durch das Einbringen des stabilen 

Lysozyms des Bakteriophagen T4 (T4L) oder durch die Herstellung spezifischer 

thermostabiler Rezeptormutanten für die nachfolgende Kristallisation stabilisiert und 

kristallisierbar gemacht werden.
29

 

Für den Adenosin-A2A-Rezeptor konnten bis heute drei Röntgenkristallstrukturen Agonist- 

gebundener (Adenosin, NECA und UK-432097) aktiver Rezeptorkonformationen
17-18

 und drei 

Röntgenkristallstrukturen von Antagonist-gebundenen (ZM241385, Coffein, XAC) inaktiven 
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Rezeptorkonformationen
15-16

 publiziert werden. Generell unterscheidet sich die Struktur des 

Adenosin-A2A-Rezeptors (A2A-T4L-ΔC gebunden mit ZM241385) von der anderer GPCRs, 

da die Struktur der extrazellulären Schleifen und insbesondere der zweiten extrazellulären 

Schleife keine Sekundärstrukturelemente wie α-Helices oder β-Faltblättern aufweist. Auch 

werden drei Disulfidbrücken zwischen den extrazellulären Schleifen 1 und 2 ausgebildet, von 

denen zwei einzigartig für den A2A-Rezeptor sind (Cys71 - Cys159 und Cys74 - Cys146), 

während die dritte (Cys77 - Cys166) in Klasse A GPCRs konserviert ist. Zusätzlich wird eine 

vierte Disulfidbrücke in der dritten extrazellulären Schleife zwischen Cys259 und Cys262 

ausgebildet. Durch die relativ starre und offene Architektur des Disulfidbrückennetzwerks 

können kleine Liganden jedoch relativ frei zu der Ligandbindungstasche durchdringen.
16

 

ZM241385 hat dabei eine senkrecht zur Plasmamembran gelegene Bindungsorientierung, 

wobei minimale Interaktionen mit Helix 3 und 5 und ausgeprägte Interaktionen mit Helix 6 

und 7 und mit Resten in der zweiten und dritten extrazellulären Schleife auftreten. Diese 

unterscheidet sich damit wesentlich von den Ligandbindungstaschen des Rhodopsins oder der 

biogenen Amin-Rezeptoren.
16

 

Sowohl NECA als auch Adenosin besitzen eine Ribose-Gruppe, welche tief in die 

Ligandbindungstasche eintaucht und dort sowohl polare Interaktionen mit konservierten 

Resten in Helix 7 (Ser277 und His278) als auch unpolare Interaktionen mit Resten in Helix 3 

eingehen kann. Diese Interaktionen konnten für die Bindung des inversen Agonisten 

ZM241385 nicht beobachtet werden. Des Weiteren lässt sich schlussfolgern, dass die Bindung 

der Agonisten NECA und Adenosin eine Einwärtsrotation von Helix 7, eine Bewegung von 

Helix 3 und eine Aufwölbung von Helix 5 induziert und so eine Aktivierung des Rezeptors 

bewirkt. Der inverse Agonist ZM241385 scheint im Vergleich dazu keine Aufwölbung von 

Helix 5 hervorzurufen, wodurch keine aktive Rezeptorkonformation induziert werden kann. 

Da in dem generierten Rezeptorkonstrukt A2AR-GL31 die Bindungsstelle für die G-Proteine 

blockiert war, wurde weiterhin davon ausgegangen, dass die Röntgenkristallstrukturen für die 

Bindung von NECA und Adenosin an das Rezeptorprotein eine intermediäre 

Rezeptorkonformation zwischen inaktiver und aktiver darstellen.
17

 

Kürzlich konnte erstmals auch eine hochaufgelöste Röntgenkristallstruktur des ternären 

Komplexes zwischen einem Agonisten, dem aktivierten β2-Rezeptor und einem G-Protein 

publiziert werden, welche die aktive Rezeptorkonformation darstellt und strukturellen 

Einblick in den Mechanismus der Signaltransduktion geben kann.
30

 

Des Weiteren scheinen allgemein Interaktionen zwischen dem zytoplasmatischen Ende von 

Helix 3 (konserviertes D/ERY Sequenzmotiv) und einem Glutamatrest in Helix 6                
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(„ionic lock“) in Rhodopsin und anderen Klasse A-GPCRs wichtig zu sein, um den Rezeptor 

in der inaktiven Rezeptorkonformation zu halten.
16

 Im A2A-Rezeptor scheint dies aber nicht 

der Fall zu sein, da Asp101 (D in D/ERY) eine Wasserstoffbrückenbindung  mit Tyr112 in 

einem kurzen helikalen Abschnitt in der zweiten intrazellulären Schleife bildet, sowie auch 

mit Thr41 in Helix 2. Der Argininrest im D/ERY Motiv könnte dabei wichtig sein, um den 

angrenzenden Aspartat- oder Glutamatrest in der deprotonierten Form zu stabilisieren, was 

die polaren Interaktionen zwischen dem D/ERY Motiv  und der intrazellulären Schleife 2 und 

der Helix 2 stärkt. Diese Interaktionen könnten direkte Auswirkungen auf die Aktivierung  

des Rezeptors haben.
16

 Darüber hinaus scheint generell auch ein in Klasse-A-Rezeptoren 

hochkonservierter Tryptophanrest in Helix 6 (Position 6.48) wichtig zu sein, um das 

Gleichgewicht zwischen aktiver und inaktiver Rezeptorkonformation zu kontrollieren. Jaakola 

et al. spekulierten, dass durch Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Furanring von 

ZM241385 und dem konservierten Tryptophanrest (Trp246) in Helix 6 des Adenosin-A2A-

Rezeptors, die strukturellen Änderungen zur Aktivierung des Rezeptors verhindert werden 

und somit die inaktive Rezeptorkonformation stabilisiert wird.
16

 

Durch die Vielzahl der nun zur Verfügung stehenden Röntgenkristallstrukturen von GPCRs, 

kann ein Einblick sowohl in die Ligandbindungstasche als auch in die durch die spezifischen 

Liganden induzierten strukturellen Veränderungen der Rezeptorproteine und die damit 

verbundene Aktivierung der G-Proteine erhalten werden. Dadurch ist die Möglichkeit 

gegeben, die Optimierung von Leitstrukturen voranzubringen sowie die Entdeckung neuer 

chemischer Klassen von Liganden durch „Molekulare-Docking-Studien“ mit sich 

anschließender Testung zu erleichtern.
31

 

 

1.2 Klassifizierung von purinergen Rezeptoren 

Die Familie der purinergen Rezeptoren enthält viele Rhodopsin-artige Klasse A-GPCRs, 

neben einer Unterfamilie von ionotropen Rezeptoren (P2X). Purinerge Rezeptoren lassen sich 

allgemein in P1- und P2-Rezeptoren unterteilen. Adenosinrezeptoren sind GPCRs der Klasse 

A und werden als P1-Rezeptoren bezeichnet. Sie lassen sich durch ihren endogenen Purin-

nukleosid-Liganden Adenosin aktivieren. Zu den P2-Rezeptoren zählen die P2X1-7-

Rezeptoren (Ligand-gesteuerte Ionenkanäle) und die G-Protein-gekoppelten 

P2Y1,2,4,6,11,12,13,14-Rezeptoren, welche durch Purinnukleotid-Liganden wie ATP, (P2X, 

P2Y2,11) ADP (P2Y1,12,13), UTP (P2Y2,6), UDP (P2Y4,14) und UDP-Glukose (P2Y14) aktiviert 

werden können.
32

 Abb. 1-3 gibt eine Übersicht über P1- und P2-Rezeptoren sowie über den 

Mechanismus der ATP-Freisetzung und des ATP-Abbaus.  
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Abb. 1-3: Übersicht über P1- und P2-Rezeptoren und über den Mechanismus der ATP-Freisetzung und des 

ATP-Abbaus. Abkürzungen: Alk. Phos., Alkalische Phosphatase; Myok., Adenylatkinase; NDK, 

Nukleosiddiphosphatkinase; NPPs, Nukleosidpyrophosphatase/Phosphodiesterase; 5´-Nuc, 5´-ecto-

Nukleotidase; VNUT, vesikulärer Nukleotidtransporter.
32

 

 

Auch die Nukleobase Adenin konnte als endogener Agonist von „orphan“ G-Protein-

gekoppelten Nagetier-Rezeptoren identifiziert werden, wodurch eine dritte Klasse von 

purinergen Rezeptoren begründet wird.
33-34

 Diese wurde von Brunschweiger et al. als P0-

Rezeptoren bezeichnet.
35

  

 

1.3 Adenosinrezeptoren 

Adenosinrezeptoren gehören als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zur Familie der 

Rhodopsin-Rezeptoren (Klasse A) und lassen sich in vier verschiedene Subtypen A1, A2A, A3 

und A2B unterteilen. A1- und A3-Rezeptoren koppeln an Gi-Proteine, was bei einer 

Aktivierung der Rezeptoren durch den endogenen Agonisten Adenosin zu einer Hemmung 

der Adenylatzyklase und damit zu einer verringerten cAMP-Produktion in der Zelle führt, 

während A2A- und A2B-Rezeptoren Gs/Golf-gekoppelt sind, was zu einer Stimulierung der 

Adenylatzyklase und damit zu einem Anstieg an cAMP in der Zelle führt.
36

 Weiterhin ist für 

die A1-, A2B- und A3-Adenosinrezeptor-Subtypen in verschiedenen Zellsystemen eine 
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Aktivierung der Phospholipase C beschrieben worden, was bei einer Rezeptoraktivierung in 

einem intrazellulären Calcium-Anstieg resultiert.
37-39

 Darüber hinaus können alle 

Adenosinrezeptor-Subtypen auch die Aktivität von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen 

(MAP-Kinasen) beeinflussen, wodurch Prozesse wie Zellproliferation und Apoptose gesteuert 

werden.
40

 Tab. 1-1 gibt einen Überblick über die wichtigsten Effektorsysteme und über 

selektive Agonisten und Antagonisten für die Adenosinrezeptor-Subtypen. 

 

Tab. 1-1: Wichtige Effektorsysteme und selektive Agonisten und Antagonisten der Adenosinrezeptoren.
36

 

Rezeptor-Subtyp A1 A2A A3 A2B 

G-Protein Gi / Go Gs / Golf Gi / Gq/11 Gs / Gq/11 

Effekt cAMP ↓ 

Ca
2+ 

↑ 

cAMP ↑ cAMP ↓ 

Ca
2+ 

↑ 

cAMP ↑ 

Ca
2+ 

↑ 

Agonisten CPA 

CCPA 

CGS-21680 Cl-IB-MECA BAY60-6583
41

 

Antagonisten PSB-63
42

 

DPCPX 

MSX-2 

SCH-58261 

PSB-11
43

 

MRS-3008F20
44

 

PSB-603
45

 

MRS-1754 

OSIP-339391
46

 

MRE-2029F20
47

 

 

Des Weiteren konnte eine Rezeptorinternalisierung durch β-Arrestin sowohl für den A2B- als 

auch für den A1- und den A3-Adenosinrezeptor nachgewiesen werden. So konnte in HEK-

293-Zellen, die eine reduzierte Menge an β-Arrestinen aufweisen, eine Abschwächung der 

durch den Agonisten NECA induzierten A2B-Rezeptorinternalisierung gemessen werden 

sowie auch eine Abnahme des nach einer Internalisierung erneut an die Zelloberfläche 

transportierten A2B-Rezeptors.
48

 Auch für den Adenosin-A1-Rezeptor konnte eine Interaktion 

mit β-Arrestin-1 bestätigt werden, da durch einen „knock-down“ des Proteins mit Hilfe von 

siRNA die Agonist-induzierte Desensibilisierung des Rezeptors aufgehoben werden konnte.
49

 

Für den Adenosin-A3-Rezeptor konnte mit Hilfe des PathHunter
®
 Zellsystems eine Kopplung 

des Rezeptors mit β-Arrestin bestätigt werden und zusätzlich konnten funktionell selektive 

Liganden für Adenosin-A3-Rezeptoren identifiziert werden.
50

 Bei dem PathHunter
®
 β-

Arrestin Assay handelt es sich vom Prinzip um einen Enzym-Komplementationsassay. Dabei 

wird ein großes Fragment des Enzyms β-Galaktosidase an den C-Terminus von β-Arrestin 

fusioniert und der kleinere komplementäre Teil der β-Galaktosidase wird an den C-Terminus 

des zu untersuchenden GPCR fusioniert. Nach einer Rezeptoraktivierung bindet β-Arrestin an 
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den GPCR was zu einer Komplementation des Enzyms β-Galaktosidase führt. Die 

Funktionalität des Enzyms kann dann durch die Zugabe des entsprechenden Substrats und 

nachfolgender Fluoreszenzmessung bestätigt werden.
51

 

Basale extrazelluläre Adenosinkonzentrationen liegen zwischen 30 und 200 nM
52

 und bei 

Sauerstoffmangel, Entzündungsprozessen oder erhöhter Stoffwechselaktivität kann diese 

Konzentration rapide ansteigen. Unter diesen Zuständen übersteigt der ATP-Verbrauch der 

Zelle die ATP-Synthese, was in einem reduzierten ATP-Spiegel und in steigenden 

Konzentrationen von ADP, AMP und Adenosin resultiert. Intrazelluläres Adenosin entsteht 

durch die Dephosphorylierung von AMP, und durch spezifische bidirektionale equilibrative 

Nukleosid-Transporter (ENTs) kann das Adenosin in den Extrazellulär-Raum transportiert 

werden. Ein Abbau von intrazellulärem Adenosin zu Inosin wird durch das Enzym 

Adenosindesaminase vermittelt; alternativ erfolgt eine Phosphorylierung des Adenosins durch 

die Adenosinkinase zu AMP. Auch durch den extrazellulären Abbau von ATP oder ADP zu 

AMP (CD39, NTPDase) und durch die 5´-ecto-Nukleotidase (CD73) weiter zu Adenosin, 

können hohe Konzentrationen an extrazellulärem Adenosin entstehen, was in einer 

Aktivierung der Adenosinrezeptoren resultiert.
53-54

 

Bedingt durch diesen dynamischen Metabolismus ist es nicht möglich, die genaue Affinität 

des physiologischen Agonisten Adenosin an den jeweiligen Adenosinrezeptor-Subtypen zu 

bestimmen. Auch eine Bestimmung der Potenz an den verschiedenen Adenosinrezeptor-

Subtypen erweist sich als schwierig, da diese sowohl von der Rezeptorexpression bzw. 

Rezeptorreserve als auch von dem gemessenen Signaltransduktionsweg abhängig ist. Eine 

zusätzliche Einteilung der Adenosinrezeptoren in für Adenosin hoch- und niedrig-affine 

Rezeptoren, wie sie bisher üblicherweise vorgenommen wurde, erscheint somit nicht 

sinnvoll.
52

 

 

Durch ihre ubiquitäre Verteilung im Körper sind Adenosinrezeptoren an einer Reihe von 

physiologischen Prozessen beteiligt und stellen somit Zielstrukturen für die Entwicklung 

neuer Arzneistoffe dar. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von potenten und selektiven 

Agonisten, welche sich strukturell hauptsächlich von dem endogenen Agonisten Adenosin, 

und Antagonisten, welche sich strukturell hauptsächlich aus Xanthin- oder Adenin-Derivaten 

ableiten, entwickelt worden.
52, 55-57

  

Adenosin-A1-Rezeptoren sind insbesondere im Gehirn (Cortex, Hippocampus), im 

Rückenmark, im Auge, in den Nebennieren und im Herzen hoch exprimiert.
36

 Eine 

Aktivierung des A1-Rezeptors führt unter anderem zu antiischämischen Effekten im Herzen 
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und im Gehirn. So konnten eine Reihe von selektiven Partial-A1-Agonisten als potentielle 

Therapeutika für Tachykardien, Herzflimmern, Angina pectoris, Typ II-Diabetes und 

neuropathischem Schmerz entwickelt werden.
56

 Der von Bayer entwickelte nicht-

nukleosidische A1-Rezeptor-Agonist Capadenoson (BAY68-4986) konnte in Patienten mit 

stabiler Angina pectoris bei oraler Einnahme die Herzrate signifikant senken, was zu einer 

Verzögerung bis zum Auftreten einer Ischämie führte.
58

 Kürzlich konnte gezeigt werden, dass 

nicht nur Adenosin, sondern auch AMP zu einer Aktivierung des Adenosin-A1-Rezeptors 

führen kann (EC50 = 1,69 µM).
59

  

Adenosin-A1-Rezeptor-Antagonisten könnten unter anderem für die Behandlung von 

Herzinsuffizienz und von Nierenfunktionsstörungen von Bedeutung sein.
56

 So konnte kürzlich 

gezeigt werden, dass durch Sauerstoffmangel die Herzrate in Maus-Embryonen herabgesetzt 

wurde und dass Coffein durch die Hemmung des Adenosin-A1-Rezeptors diesen Effekt 

aufheben konnte, was in einer Steigerung der Herzrate resultierte.
60

  Des Weiteren konnte ein 

diuretischer Effekt des A1-Rezeptor-Antagonisten KW-3902 und weiterer A1-Antagonisten 

nachgewiesen werden.
61-63

 Darüber hinaus kann Adenosin die Ausschüttung von 

Neurotransmittern wie z. B. Dopamin und Noradrenalin im Gehirn hemmen, was zu einem 

sedativen Effekt führt, welcher durch den Antagonisten Coffein aufgehoben wird, wodurch 

dessen zentral anregende Wirkung erklärt werden kann.
64

 

 

Adenosin-A2A-Rezeptoren werden hauptsächlich im Gehirn (Caudate-Putamen, Nucleus 

accumbens), in der Milz, im Thymus, auf Leukozyten und auf Thrombozyten exprimiert.
36

 

Die Aktivierung des A2A-Rezeptors führt hauptsächlich zu antiinflammatorischen und zu 

immunsupressiven Effekten.
65

 Aufgrund ihrer vasodilatorischen Eigenschaften sind A2A-

Rezeptor-Agonisten wie z. B. Regadenoson für die Diagnostik der Herzdurchblutung 

(Darstellung der Herzkranzgefäße) zugelassen, während A2A-Rezeptor-Antagonisten ein 

hohes therapeutisches Potential für neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson, 

Alzheimer, Restless-Legs-Syndrom, aber auch für Depressionen und Sucht aufweisen.
56

 

Kürzlich konnte gezeigt werden, dass die Bindung eines Antikörper-Fragments (Fab2838) an 

den Adenosin-A2A-Rezeptor die Bindung des Agonisten [³H]NECA vollständig inhibierte, 

während die Bindung des Antagonisten [³H]ZM241385 nicht beeinflusst war. Diese 

Beobachtung sowie die Kristallstruktur des A2A-Rezeptors verknüpft mit dem Antikörper-

Fragment weisen darauf hin, dass dieses eine inaktive Rezeptorkonformation induzieren kann 

ohne die Ligandbindungstasche zu besetzen. Dieser Ansatz könnte eine neue Strategie 

darstellen, um die Aktivität von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu modulieren.
66
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Adenosin-A2B-Rezeptoren sind in hohen Konzentrationen im Gastrointestinaltrakt  

(Dickdarm, Blinddarm), in der Harnblase, in der Lunge, sowie unter anderem auch auf 

Herzmuskelzellen und auf Immunzellen exprimiert.
36, 67

 Darüber hinaus wird die Expression 

des A2B-Rezeptors unter inflammatorischen Zuständen und unter Hypoxie gesteigert.
67

 Unter 

hypoxischen Bedingungen wird der Transkriptionsfaktor HIF-1α (hypoxia-inducible factor), 

welcher an eine bestimmte Promotorregion (HRE = hypoxia responsive element) im Gen des 

A2B-Rezeptors binden kann, stabilisiert, was zu einer erhöhten Rezeptorexpression führt.
68

 

Der Adenosin-A2B-Rezeptor kann in Abhängigkeit vom Zell- bzw. Gewebetyp 

möglicherweise sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte vermitteln.
69

 In Bezug auf 

die Behandlung von akuten Lungenerkrankungen kann die Aktivierung des A2B-Rezeptors zu 

antiinflammatorischen Effekten führen.
70

 An Wildtyp-Mäusen konnte mit dem A2B-Rezeptor-

Antagonisten PSB-1115 eine gesteigerte Lungenentzündung, Ödembildung und ein 

abgeschwächter Gasaustausch verzeichnet werden, wohingegen eine Behandlung mit dem 

A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 diese Symptome mildern konnte.
70

 Kürzlich konnte 

gezeigt werden, dass es durch die Aktivierung des A2B-Rezeptors in aktivierten Maus-

Mikroglia-Zellen zu einem Anstieg des antiinflammatorischen Interleukins-10 kommt, 

welches wichtig ist, um inflammatorische Prozesse im zentralen Nervensystem 

abzuschwächen.
71

  

Des Weiteren kann auch die Hemmung des A2B-Rezeptors zu antiinflammatorischen Effekten 

führen. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des A2B-Rezeptors im Darmepithel 

von Wildtyp-Mäusen zur Ausbildung einer Colitis führte, während in A2B-Rezeptor „knock-

out“-Mäusen eine reduzierte Entzündungsreaktion gemessen wurde.
72

 Darüber hinaus konnte 

der A2B-Rezeptor-spezifische Antagonist GS-6201 (CVT-6883) sowie der „knock-out“ des 

A2B-Rezeptors eine Lungenfibrose und die Ausbildung einer pulmonalen Hypertonie 

abschwächen. A2B-Rezeptor-Antagonisten haben daher ein großes Potential zur Behandlung 

von interstitiellen Lungenerkrankungen.
73

 Abb. 1-4 gibt einen Überblick über die 

proinflammatorischen Effekte, welche durch die Aktivierung des A2B-Rezeptors vermittelt 

werden können.
74
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Abb. 1-4: Die Aktivierung des A2B-Rezeptors kann zu proinflammatorischen Effekten von verschiedensten 

Zelltypen führen, die an der Entstehung von asthmatischen Erkrankungen beteiligt sind.
74

 

 

Zurzeit befindet sich der spezifische A2B-Rezeptor-Antagonist CVT-6883 in der klinischen 

Testung zur Behandlung von Asthma und entzündlichen Erkrankungen. Der A2B-Rezeptor-

Agonist BAY60-6583 wurde präklinisch zur Behandlung von Arteriosklerose untersucht.
56

 

Kürzlich wurde außerdem gezeigt, dass der A2B-Rezeptor ein vielversprechendes Target bei 

der Behandlung von Krebserkrankungen sein könnte.
75-76

 So konnten sowohl der unselektive 

Adenosin-Rezeptor-Antagonist Aminophyllin als auch der selektive A2B-Rezeptor-Antagonist 

ATL801 das Wachstum von MB49 Blasen- und 4T1-Brustkrebstumoren in Mäusen hemmen 

und zu 85 % die Metastasierung von Brustkrebszellen vom Brustfettgeweben zur Lunge 

reduzieren. Durch die Verwendung von A2A- und A2B-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen konnte 

der Effekt von Aminophyllin dem A2B-Rezeptor zugeordnet werden.
75

 Darüber hinaus scheint 

der Adenosin-A2B-Rezeptor auch ein Regulator für die Differenzierung von Osteoblasten, für 

die Knochenbildung und auch für die Reparatur von Frakturen zu sein, da die Aktivierung des 

Rezeptors durch den Agonisten NECA die Osteoblastentranskriptionsfaktor-Expression und 

die Menge der gebildeten Osteoblasten erhöhte.
77

 Des Weiteren kann die Aktivierung von 

A2B-Rezeptoren, und zu einem geringeren Ausmaß auch die Aktivierung von A2A-Rezeptoren, 

zu einer Steigerung der alternativen Makrophagen-Aktivierung führen, wodurch Adenosin-

Rezeptoren auch ein therapeutisches Target für parasitäre Infektionen und Wundheilung 

darstellen könnten.
78
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Adenosin-A3-Rezeptoren werden ubiquitär z. B. auf Immunzellen, im Gehirn, im Herzen, in 

der Lunge, in der Niere und in Ratten-Testes exprimiert.
36, 79

 Adenosin-A3-Rezeptor-

Agonisten werden als Therapeutika  für Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden 

Arthritis und Psoriasis untersucht und könnten darüber hinaus aufgrund ihrer 

kardioprotektiven Effekte von Bedeutung sein.
56

 Adenosin-A3-Rezeptor-Antagonisten werden 

für die Behandlung von Glaukom, Krebs, Schlaganfällen und Entzündungsprozessen 

diskutiert. Bis heute konnte jedoch kein A3-Rezeptor-Antagonist in humanen Studien 

evaluiert werden.
56

 Tab. 1-2 gibt eine Zusammenfassung über die Expressionsprofile der 

Adenosinrezeptor-Subtypen sowie über mögliche Indikationen von Agonisten und 

Antagonisten. 

 

Tab. 1-2: Expressionsprofile der Adenosinrezeptor-Subtypen und mögliche Indikationen von Agonisten und 

Antagonisten.
36, 56, 67, 79

 

Rezeptor-Subtyp 

 

Expressionsprofil 

(Mensch) 

Mögliche 

Indikationen für 

(partial) Agonisten 

 

Mögliche Indikationen 

für 

Antagonisten 

A1 Gehirn 

 Rückenmark 

 Auge 

Nebennieren 

 Herz 

 

Tachykardien 

Herzflimmern   

Angina pectoris  

Typ II-Diabetes 

neuropathischer 

Schmerz 

 

Herzinsuffizienz 

Nierenfunktionsstörungen 

A2A Gehirn  

Milz 

 Thymus 

 Herz 

 auf Leukozyten 

auf Thrombozyten 

 

Diagnostik der 

Herzdurchblutung 

COPD 

Entzündungen 

Morbus Parkinson 

Alzheimer 

Restless-Legs-Syndrom 

Depressionen 

 Sucht 

A3 auf Immunzellen 

Gehirn 

Herz 

Lunge 

Niere 

 

Rheumatoide Arthritis 

Psoriasis 

 

Glaukom 

Krebs 

Schlaganfälle 

kardiale Ischämie 

A2B Gastrointestinaltrakt 

Harnblase 

Lunge 

Herz 

auf Immunzellen 

Arteriosklerose Asthma 

Diabetes 

Entzündungen 
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1.4 Homo-, Heterodimerisierung und Oligomerisierung von G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren 

Ein weiteres Forschungsgebiet zu G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welches in den letzten 

Jahren in den Fokus der Aufmerksamkeit gerückt ist, stellt die Möglichkeit der Rezeptoren, 

Homo- und Heterodimere sowie Oligomere auszubilden, dar. Durch die Verwendung von 

biochemischen Methoden wie z. B. der Koimmunpräzipitation, der Analyse von 

Rezeptormutanten und Chimären und durch den Einsatz von biophysikalischen Methoden wie 

z. B. dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), dem Biolumineszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (BRET), der Bimolekularen-Fluoreszenzkomplementation (BiFC), der 

konfokalen Mikroskopie sowie der Röntgenstrukturanalyse konnten in den letzten Jahren eine 

Reihe von dimeren und oligomeren Komplexen sowohl in nativen als auch in künstlich 

hergestellten Zellsystemen identifiziert werden.
80

 

Somit wurden klare Definitionen und Standardisierungen in den Bezeichnungen dieser 

Protein-Protein-Interaktionen notwendig. Eine mögliche Nomenklatur für Rezeptorkomplexe 

wurde von Ferré et  al. vorgeschlagen.
81

 Bei einem „heteromeren“ Rezeptor handelt es sich 

demnach um einen dimeren oder oligomeren Rezeptor, bei welchem die minimale 

Funktionseinheit aus zwei oder mehreren verschiedenen Untereinheiten aufgebaut ist, die 

einzeln nicht funktionsfähig sind (z. B. Ligand-gesteuerte-Ionenkanäle). Ein „homomerer“ 

Rezeptor besteht dementsprechend aus zwei oder mehreren gleichen Untereinheiten, die 

einzeln nicht funktionsfähig sind. Ein „Rezeptor-Heteromer“ besteht aus mindestens zwei 

unterschiedlichen, aber einzeln funktionellen Rezeptoren, wohingegen ein „Rezeptor-

Homomer“ aus zwei oder mehreren gleichen funktionellen Rezeptoren besteht. Weiterhin 

wird ein alphanumerisches Ordnungssystem für GPCR-Heterodimere vorgeschlagen, in 

welchem als erstes der Name der beiden (oder von mehreren) Rezeptoren in einem Heteromer 

genannt wird, separiert durch einen Bindestrich in alphabetischer und numerischer Ordnung 

(z. B. A2A-CB1-D2 Rezeptor-Heteromer). Allgemein gilt, dass wenn Rezeptor-Heteromere in 

transfizierten Zellen nachgewiesen werden, diese generell auch in nativen Geweben 

vorkommen können, vorausgesetzt die beiden Rezeptoren werden in der gleichen Zelle und 

im gleichen zellulären Kompartiment exprimiert.
81

 Weitere Informationen zu publizierten 

Rezeptor-Homomeren und -Heteromeren können seit 2010 in einer Online-Datenbank „The 

G-Protein-Coupled Receptor-Oligomerization Knowledge Base Project“ erhalten werden 

(http://www.gpcr-okb.org).
82

 

Die Rezeptor-Homodimerisierung und -Heterodimerisierung beeinflusst allgemein die 

Rezeptorregulation, die Ligandbindung, die Rezeptoraktivierung und die Signaltransduktion, 

http://www.gpcr-okb.org/
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wodurch die Rezeptor-Di- bzw. -Oligomere interessante Targets für die Entwicklung von 

Pharmaka darstellen könnten.
83

 Im Folgenden wird auf die einzelnen Punkte näher 

eingegangen. 

 

Ein Forschungsgebiet zu Rezeptor-Homodimeren bzw. -Heterodimeren stellt die Frage nach 

der Biogenese der Rezeptorkomplexe dar. So scheint es sowohl Rezeptor- als auch Gewebe- 

und Zell-spezifisch zu sein, ob sich die Protein-Protein-Interaktionen schon im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat ausbilden, oder ob erst eine 

Stimulierung mit einem spezifischen Agonisten oder Antagonisten notwendig ist, um 

Rezeptorkomplexe in der Plasmamembran zu bilden. Mandrika et al. konnten mit Hilfe von 

BRET zeigen, dass die kürzlich deorphanisierten Niacin-Rezeptoren NIACR1 (GPR109A) 

und NIACR2 (GPR109B) sowohl als Homo- als auch als Heterodimere existieren und 

funktionieren können.
84

 Die Aktivierung der Rezeptoren mit selektiven Agonisten hatte 

keinen Einfluss auf das Ausmaß der Bildung von Homo- und Heterodimeren, woraus sich 

schließen lässt, dass die Dimerisierung von NIACR1 und NIACR2 nicht durch Liganden 

induziert wurde. Vielmehr wurden die Dimere in der Plasmamembran und auch schon in der 

Endoplasmatischen Retikulum-Fraktion gefunden, welche mit Hilfe eines diskontinuierlichen 

Sucrose-Gradienten erhalten werden konnte. Dies unterstützt die Hypothese, dass die 

Rezeptor-Dimerisierung konstitutiv und früh während der Biosynthese erfolgt.
84

 

Des Weiteren scheint der Transport von Rezeptorheterodimeren zur Plasmamembran durch 

Chaperone unterstützt zu werden. So „beschützt“ das Golgi-Chaperon RTP4 den μ-δ-Opioid-

Rezeptor-Komplex vor einer Ubiquitinierung und einem darauf folgenden Abbau im 

Proteasom, was zu einem Anstieg von Rezeptorheteromeren in der Plasmamembran führt.
85

 

Grundsätzlich muss bei der möglichen Ausbildung der Heterodimere im ER und Golgi-

Apparat davon ausgegangen werden, dass die Interaktion statisch ist und somit eine sehr hohe 

Affinität der Protomere zueinander benötigt. Diese wird z. B. durch die Ausbildung von 

kovalenten Disulfidbindungen erreicht, welche z. B. in der Klasse C der GPCRs gefunden 

werden können.
83

 Darüber hinaus gibt es aber auch Hinweise in der Literatur, dass transiente 

und dynamische Rezeptorinteraktionen existieren,
86-87

 welche sich somit erst spät nach der 

Biogenese ausbilden können. Verfolgt man den Weg des Proteintransports weiter, so stellt 

sich auch die Frage nach der Internalisierung von Rezeptor-Homodimeren und                           

-Heterodimeren. Erste experimentelle Ansätze für die Untersuchung der Internalisierung von 

Dimeren wurden an β2-adrenergen Rezeptoren durchgeführt.
88

 So konnte gezeigt werden, dass 
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die Besetzung durch einen Agonisten eines Rezeptors (Protomer) im Rezeptordimer 

ausreichend ist, um eine Internalisierung des gesamten β2-Dimers zu induzieren.
88

 

Die Bindung eines spezifischen Liganden an ein Rezeptorprotein im Rezeptordimer führt 

dabei in der Regel zu einer allosterischen Modulation der Ligand-Bindung an dem zweiten 

Rezeptorprotein im Rezeptordimer. So besitzt jedes Protomer in einem Dimer sowohl eine 

orthosterische als auch eine allosterische Bindungsstelle und die Bindung eines Liganden an 

die orthosterische Bindungsstelle an dem ersten Rezeptor kann einen allosterischen Effekt 

(positive oder negative Kooperativität) an der orthosterischen Bindungsstelle an dem zweiten 

Rezeptor hervorrufen. Des Weiteren kann auch durch die Bindung eines allosterischen 

Liganden an dem ersten Rezeptor die Bindung des Liganden an die orthosterische oder 

allosterische Bindungsstelle am zweiten Rezeptor positiv oder negativ moduliert werden.
89

 

Eine Übersicht über mögliche allosterische Modulationen an einem Rezeptordimer gibt            

Abb. 1-5. 

 

Abb. 1-5: Die Bindung eines orthosterischen Liganden an den ersten Rezeptor (R1) im Rezeptordimer resultiert 

in einer allosterischen Modulation (positive oder negative Kooperativität) für die Ligandbindung am zweiten 

Rezeptor (R2) (a). Auch die Bindung eines allosterischen Liganden an den ersten Rezeptor (R1) im 

Rezeptordimer resultiert in einer allosterischen Modulation (positive oder negative Kooperativität) für die 

Ligandbindung am zweiten Rezeptor (R2) (b).
89

 

 

Casado et al. konnten 2010 zeigen, dass A1-A2A-Heterodimere in Caudate-Nucleus-

Membranen aus menschlichem Gehirn eine Kopplung zu Gi-Proteinen aufweisen.
90

 Die 

Bindung von A1-Agonisten wurde durch die Bindung von A2A-Agonisten negativ moduliert, 
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da die Besetzung der A2A-Rezeptoren zu einer Verringerung der Affinität für A1-Agonisten 

führte.
90

 Daraus folgt, dass z. B. bei einer niedrigen Adenosinkonzentration nur der A1-

Rezeptor und damit Gi-Proteine aktiviert werden, während bei einer hohen 

Adenosinkonzentration beide Rezeptoren besetzt sind und es somit zu einer A2A-vermittelten 

Hemmung der Gi-Protein-Aktivität kommt. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass der 

A2A-Rezeptor-Agonist CGS21680 in hohen Konzentrationen signifikant an den A1-Rezeptor 

binden konnte und dort als Partial-Agonist wirksam ist.
90

 Dieser Regulierungsmechanismus 

des A1-A2A-Heterodimers stellt einen „biologischen Fingerprint“ dar und wurde auf die 

Glutamat-Freisetzung in striatalen Neuronen bezogen (Abb. 1-6).
91-92

 

 

 

Abb. 1-6: A1-A2A-Rezeptorheterodimer. Bei niedrigen Adenosinkonzentrationen im Striatum wird nur der 

Adenosin-A1-Rezeptor aktiviert und somit wird die Glutamatfreisetzung inhibiert (links). Bei hohen 

Adenosinkonzentrationen wird auch der A2A-Rezeptor aktiviert, was zu einer negativen Modulation des A1-

Rezeptors im Rezeptorheterodimer führt und damit zu einer Glutamatfreisetzung (rechts).
91-92

 

 

Ein weiteres Beispiel für eine allosterische Modulation ist die antagonistische A2A-D2-

Rezeptorinteraktion. So führt die Aktivierung des A2A-Rezeptors zu einer reduzierten 

Affinität von D2-Rezeptor-Agonisten wie Dopamin. Ein neuartiger Therapieansatz, um 

mögliche Nebenwirkungen bei der Langzeitbehandlung von Morbus Parkinson zu reduzieren, 

könnte daher die simultane Gabe von A2A-Antagonisten in Kombination mit D2-Rezeptor-

Agonisten sein.
93

 Nicht nur spezifische Liganden sind in der Lage, ein Rezeptordimer zu 

modulieren, sondern auch der Einsatz von Heterodimer-spezifischen Antikörpern könnte in 

Zukunft einen neuen Ansatz darstellen, um die GPCR-Dimer-Pharmakologie zu 

charakterisieren.
94
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Des Weiteren können Rezeptor-Homodimere/Heterodimere im Vergleich zu den 

Rezeptormonomeren teilweise unterschiedliche Signaltransduktionswege aktivieren. Han et 

al. entwickelten 2009 einen funktionellen Komplementationsassay, mit welchem die genauen 

Komponenten der „Signalling-Einheit“ von D2-Homodimeren bestimmt werden konnten.
95

 

Die minimale „Signalling-Einheit“ bestand demnach aus zwei Rezeptoren und einem einzigen 

G-Protein, welches durch die Bindung des Agonisten Quinpirole an einem Protomer maximal 

aktiviert werden konnte. Die Bindung eines inversen Agonisten an das zweite Protomer 

erhöhte die Funktionalität, während die Bindung eines Agonisten an das zweite Protomer die 

Funktionalität hemmte. Daraus folgt, dass die Dimerfunktionalität anscheinend auch durch 

den Aktivitätszustand des zweiten Protomers beeinflusst werden kann.
95

 

Darüber hinaus führt die Aktivierung von einzeln exprimierten  D1- und D2-Rezeptoren durch 

den Agonisten SKF 83959 zu einer für die einzelnen Rezeptoren beschriebenen Gs- bzw. Gi-

Protein-Kopplung, während bei einer Koexpression das D1-D2-Rezeptorheterodimer durch 

eine Aktivierung des Agonisten zu einer Gq-Protein-Kopplung führt. Zusätzlich ist die im 

Gehirn durch Dopamin induzierte Signaltransduktion auch hauptsächlich über Gq-Proteine 

vermittelt, was auf eine D1-D2-Rezeptorheterodimerisierung in-vivo schließen lassen 

könnte.
96-97

 Auch zwischen µ-Opioid- und -Opioid-Rezeptoren konnten Heterodimere und 

Oligomere identifiziert werden, welche völlig neue funktionelle Eigenschaften und Ligand-

Affinitäten aufwiesen im Vergleich zu den einzelnen μ- oder δ-Opioid Rezeptoren.
98

 So 

konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass µ-Opioid-Rezeptoren hauptsächlich als 

Dimere vorliegen, die mit -Opioid-Rezeptoren zu Tetrameren oligomerisieren können. Eine 

längere Behandlung mit dem µ-Opioid-Rezeptor-Agonisten Morphin resultierte dabei in einer 

Dissoziation der Tetramere.
99

 Darüber hinaus konnten kürzlich auch Röntgenkristallstrukturen 

von Rezeptordimeren (µ-Opioid-Rezeptor-Dimer und CXCR4-Rezeptor-Dimer) publiziert 

werden,
22, 28

 welche strukturellen Einblick in die Dimer-Interaktionsflächen und die 

Ligandbindungstasche geben können. Diese werden in Kapitel 6.1.2 ausführlicher 

beschrieben. 

 

1.4.1 Adenosin-Rezeptor-Homodimere 

 

1.4.1.1 A1-A1-Homodimere 

Bis heute sind eine Vielzahl von Dimeren und Oligomeren von GPCRs beschrieben worden. 

So existieren viele Heterodimere, Homodimere und Oligomere insbesondere auch innerhalb 

der Familie der Adenosinrezeptoren. Ciruela et al. konnten 1995 erstmals Hinweise auf eine 

Adenosin-A1-Homodimerisierung im Schweine-Cortex erhalten.
100

 So konnte mit 
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verschiedenen Antikörpern im Western Blot sowohl eine 39 kDa große Proteinbande, welche 

der Größe des Adenosin-A1-Rezeptors entspricht, als auch eine 74 kDa große Proteinbande 

detektiert werden. Diese Bande konnte durch die vorherige Behandlung mit A1-Agonisten 

oder Antagonisten in die 39 kDa Bande überführt werden, was den Schluss nahelegte, dass es 

sich um ein A1-Homodimer handelte.
100

 Nachfolgend konnten A1-Rezeptor-Homodimere 

auch in transfizierten CHO-K1-Zellen mit Hilfe der Bimolekularen-

Fluoreszenzkomplementation (BiFC) identifiziert werden.
101

 Suzuki et al. konnten 

anschließend mit Immunpräzipitationen und BRET die A1-Rezeptor-Homodimer-

Interaktionsfläche näher charakterisieren.
102

 Dabei schienen die Transmembrandomänen 4 

und 5 nicht von Bedeutung für eine A1-Rezeptor-Homodimerisierung zu sein. Jedoch konnte 

dabei die konservierte Aminosäure Trp132 in TM 4 als wichtig für die Bindung von 

Agonisten am A1-Rezeptor identifiziert werden.
102

 

 

1.4.1.2 A2A-A2A-Homodimere 

A2A-Rezeptor-Homodimere wurden mit den verschiedensten Methoden wie FRET, BRET, 

BiFC, FRET kombiniert mit BiFC und BRET kombiniert mit BiFC nachgewiesen
101, 103-106

 

und sind somit das am besten untersuchte Adenosin-Rezeptor-Homodimer. 2011 konnten 

Gracia et al. eine Interaktion des Adenosin-A2A-Rezeptor-Homodimers mit dem Enzym ADA 

nachweisen.
107

 So konnte in Anwesenheit von ADA ein signifikanter Anstieg des BRET-

Signals gemessen werden, was den Schluss nahe legte, dass ADA Konformationsänderungen 

im A2A-Rezeptor-Homodimer induziert, welche in einem reduzierten Abstand der beiden 

Fluorophore Rluc und YFP zueinander am C-Terminus resultierten. Weiterhin konnte ADA 

als positiver allosterischer Modulator identifiziert werden, da es sowohl die Ligand-Affinität 

als auch die Rezeptorfunktion steigern konnte.
107

 In weiteren Studien wurde die A2A-Dimer-

Interaktionsfläche näher charakterisiert, und in verschiedenen theoretischen Dimermodellen 

sind Helix 1 und auch konservierte Aminosäuren in Helix 1, 2, 6 und 7 von Bedeutung.
108

 

 

1.4.1.3 A3-A3-Homodimere 

Mit Hilfe eines theoretischen Computermodells wurde 2006 die Existenz eines mögliches A3-

Rezeptor-Homodimer postuliert, in welchem hauptsächlich die Transmembrandomänen 4 und 

5 an der Dimerinteraktionsfläche beteiligt sein sollen.
109

 Kürzlich konnten A3-Rezeptor-

Homodimere in transfizierten CHO-K1-Zellen mit Hilfe von BiFC identifiziert werden.
110

 

Zusätzlich konnte an A3-Rezeptor-Homodimeren in Anwesenheit von kompetitiven 

Antagonisten und Agonisten eine gesteigerte Dissoziation des fluoreszierenden Agonisten 
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ABA-X-BY630 gemessen werden, was auf allosterische Interaktionen zwischen den 

einzelnen Protomeren im Rezeptordimer hinweisen könnte.
110

 

 

1.4.1.4 A2B-A2B-Homodimere 

Ein Adenosin-A2B-Rezeptor-Homodimer ist bislang nicht publiziert worden. 

 

1.4.2 Adenosin-Rezeptor-Heterodimere/Oligomere 

 

1.4.2.1 A1-A2A-Heterodimer  

Ciruela et al. konnten 2006 erstmals eine Heterodimerisierung  von A1- und A2A-Rezeptoren 

in kotransfizierten HEK-293-Zellen mit Hilfe von BRET, TR-FRET („time resolved“-FRET) 

und Koimmunpräzipitations-Experimenten nachweisen.
111

 Die Hauptcharakteristik des A1-

A2A-Heterodimers scheint dabei, wie in Kapitel 1.4 beschrieben, darin zu liegen, dass die 

Aktivierung des A2A-Rezeptors zu einer Reduzierung der Affinität von A1-Agonisten führt.
111

 

Darüber hinaus konnten Briddon et al. 2008 die Existenz des A1-A2A-Rezeptor-Heterodimers 

zusätzlich mit BiFC-Experimenten in kotransfizierten CHO-Zellen bestätigen.
101

 

 

1.4.2.2 A2A-A2B-Heterodimer 

Hinweise auf die Existenz eines möglichen A2A-A2B-Rezeptor-Heterodimers konnten erstmals 

von Moriyama et al. 2010 gefunden werden.
112

 So konnte mit Hilfe von 

Koimmunpräzipitationen in kotransfizierten HEK-293-AD-Zellen eine Proteininteraktion 

zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren festgestellt werden. Des Weiteren wurden 

Rezeptorchimären generiert, welche zusätzlich auf eine Heterodimerisierung hindeuten.
112

 

Auf diese Experimente wird in Kapitel 4.1 näher eingegangen. 

 

1.4.2.3 A2A-D2 -Heterodimer 

Die Protein-Protein-Interaktion zwischen dem  A2A- und dem D2-Rezeptor ist das beste bisher 

untersuchte Adenosin-Rezeptor-Heterodimer.
52

 Erste Hinweise auf eine antagonistische A2A-

D2-Rezeptor-Interaktion konnten Ferré et al. 1991 finden.
113

 So konnte an striatalen 

Membranpräparationen gezeigt werden, dass der A2A-Agonist CGS21680 die Affinität für 

Dopamin-Agonisten an der hochaffinen Bindungsstelle reduzieren konnte.
113

 Später konnten 

Hillion et al. mit Hilfe von Koimmunpräzipitationsexperimenten sowohl an 

Membranpräparationen von mit dem D2-Rezeptor stabil transfizierten humanen SH-SY5Y-

Neuroblastoma-Zellen als auch in kotransfizierten (D2-Rezeptor stabil transfiziert, A2A-

Rezeptor transient transfiziert) Maus-Fibroblasten-Zellen eine Interaktion des A2A-Rezeptors 
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mit dem D2-Rezeptor nachweisen.
114

 Weiterhin wurden sowohl BRET- und FRET-

Experimente an kotransfizierten HEK-293-Zellen
115-116

 als auch BiFC-Experimente an 

kotransfizierten neuronalen CAD-Zellen durchgeführt,
105

 die das Vorhandensein von A2A-D2-

Rezeptorheterodimeren zusätzlich bestätigen. Darüber hinaus scheint der C-Terminus des 

A2A-Rezeptors mit an der Interaktion mit dem D2-Rezeptor beteiligt zu sein.
103

 Zusätzlich 

konnte mit SRET-Experimenten eine Interaktion des Calcium-bindenden Proteins Calmodulin 

mit dem A2A-D2-Rezeptor-Heterodimer aufgezeigt werden, welches bevorzugt an den C-

Terminus des A2A-Rezeptors zu binden scheint.
117

 Die Aktivierung des A2A-Rezeptors in dem 

Komplex führte dabei zu einer abgeschwächten MAP-Kinase-Aktivität, während die 

Aktivierung des D2-Rezeptors im Oligomer zu einer gesteigerten MAP-Kinase-Aktivität 

führte. Die Koaktivierung beider Rezeptoren in dem Komplex führte zu einer Abschwächung 

des MAP-Kinase-Signals, was durch die antagonistische A2A-D2-Rezeptor-Interaktion erklärt 

werden könnte.
118

 Die simultane Gabe von A2A-Rezeptor-Antagonisten in Kombination mit 

L-DOPA könnte daher möglicherweise die Behandlung von Morbus-Parkinson effektiver 

machen.
93

 

 

1.4.2.4 A1-D1-Heterodimer 

Erste Hinweise auf eine mögliche Interaktion des A1-Rezeptors mit dem D1-Rezeptor konnten 

Ferré et al. 1998 in kotransfizierten Maus-Fibroblasten-Zellen finden.
119

 So konnten der A1-

Agonist CPA die Menge der im hochaffinen Zustand befindlichen D1-Rezeptoren reduzieren. 

Weiterhin konnte auch die durch Dopamin induzierte cAMP-Akkumulation durch den A1-

Agonisten gehemmt werden. Die Blockade des A1-Rezeptors mit dem Antagonisten DPCPX 

oder die Behandlung mit PTX (Pertussis Toxin) führte sowohl zu einem Anstieg der durch 

Dopamin induzierten cAMP-Akkumulation als auch zu einem Anstieg des basalen cAMP-

Signals. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass der A1-Rezeptor den D1-Rezeptor in 

Bezug auf seine Funktionalität antagonistisch modulieren kann.
119

 Später konnten Gines et al. 

die Interaktion des A1-Rezeptors mit dem D1-Rezeptor durch Koimmun- 

präzipitationsexperimente in kotransfizierten Maus-Fibroblasten-Zellen und durch 

Kolokalisationsexperimente sowohl in kotransfizierten Maus-Fibroblasten-Zellen als auch in 

cortikalen Neuronen bestätigen.
120

 Diese Heterodimerisierung konnte dabei durch die 

Vorbehandlung mit einem D1-Rezeptor-Agonisten aufgelöst werden, jedoch nicht durch die 

Vorbehandlung mit einer Kombination eines A1-Rezeptor-Agonisten mit einem D1-Rezeptor-

Agonisten.
120
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1.4.2.5 A2A-D3-Heterodimer  

Eine Heterodimerisierung zwischen dem A2A- und dem D3-Rezeptor konnte 2005 von 

Torvinen et al. mit Kolokalisations- und FRET-Experimenten an kotransfizierten HeLa-Zellen 

nachgewiesen werden.
121

 In Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien an kotransfizierten CHO-

Zellen konnte gezeigt werden, dass der A2A-Agonist CGS21680 die Affinität von 

[³H]Dopamin für die hochaffine Bindungsstelle am D3-Rezeptor reduzieren konnte. Darüber 

hinaus konnte CGS21680 auch die durch die Aktivierung des D3-Rezeptors induzierte 

Hemmung des cAMP-Signals inhibieren. Es lässt sich somit schlussfolgern, dass im A2A-D3-

Rezeptor-Heterodimer die Aktivierung des A2A-Rezeptors zu einer Affinitätsverringerung der        

D3-Rezeptor-Agonisten und auch zu einer reduzierten D3-Rezeptor-Signaltransduktion 

führt.
121

 

 

1.4.2.6 A1-mGlu1α-Heterodimer 

Ciruela et al. konnten 2001 eine Heterodimerisierung zwischen dem Adenosin-A1-Rezeptor 

und dem mGlu1α-Rezeptor aufzeigen.
122

 So konnte sowohl mit Kolokalisationsexperimenten 

als auch mit Koimmunpräzipitationsexperimenten in kotransfizierten HEK-293-Zellen und in 

Neuronen vom Ratten-Cerebellum eine Proteininteraktion zwischen den A1- und den mGlu1α-

Rezeptoren aufgezeigt werden. Des Weiteren führte in doppelt-transfizierten HEK-293-Zellen 

die Vorinkubation mit dem mGlu1α-Rezeptor-Agonisten Quisqualische-Säure zu einem 

potenzierten Calcium-Signal nach Aktivierung des A1-Rezeptors. Umgekehrt führte auch die 

Vorinkubation der kotransfizierten Zellen mit dem A1-Rezeptor-Agonisten R-PIA zu einem 

markanten Anstieg des durch die Quisqualische-Säure induzierten Calcium-Signals. Diese 

Ergebnisse lassen auf eine heterologe Sensibilisierung oder auf einen synergistischen Effekt 

nach einer mGlu1α- und A1-Rezeptor-Aktivierung schließen.
122

 

 

1.4.2.7 A1-P2Y1-Heterodimer 

2001 beschrieben Yoshioka et al. eine Heterodimerisierung zwischen dem Adenosin-A1-

Rezeptor und dem P2Y1-Rezeptor.
123

 So konnte mit Hilfe von Koimmunpräzipitationen in 

kotransfizierten HEK-293-Zellen eine Proteininteraktion zwischen A1- und P2Y1-Rezeptoren 

bestätigt werden, während zwischen A1- und D2-Rezeptoren keine Interaktion gefunden 

werden konnte. Zusätzlich wurde eine Kolokalisation von HA-A1-Rezeptoren und Myc-P2Y1-

Rezeptoren mit Hilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops beobachtet. Des Weiteren 

führte die Bildung des Heterodimers zu einem signifikanten Affinitätsverlust von Agonisten 

und Antagonisten für den Adenosin-A1-Rezeptor, während die Affinität des potenten P2Y1-

Rezeptor-Agonisten ADPβS 400-fach erhöht war. Auch konnte der P2Y1-Rezeptor-Agonist 
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konzentrationsabhängig eine Hemmung des durch Forskolin induzierten cAMP-Signals 

hervorrufen. Dieser Effekt konnte sowohl durch einen A1-Rezeptor-Antagonisten als auch 

durch PTX (Pertussis Toxin) aufgehoben werden, jedoch nicht durch einen P2Y1-Rezeptor-

Antagonisten. Im Gegensatz dazu war die durch den P2Y1-Rezeptor-Agonist induzierte 

Aktivierung der Phospholipase C im Heterodimer nicht beeinflusst.
123

 Die A1-P2Y1-Rezeptor-

Heterodimerisierung konnte nachfolgend auch im Ratten-Cortex, Hippocampus, Cerebellum 

und in Primärkulturen von kortikalen Neuronen bestätigt werden.
124

 

 

1.4.2.8 A1-P2Y2-Heterodimer 

2006 konnten Suzuki et al. ein A1-P2Y2-Rezeptor-Heterodimer in transfizierten HEK-293-

Zellen mit Koimmunpräzipitationsexperimenten nachweisen.
125

 In kotransfizierten HEK-293-

Zellen konnte die Bindung der A1-Rezeptor-Agonisten [³H]NECA und [³H]CCPA signifikant 

durch die P2Y2-Rezeptor-Agonisten ATP und UTP gehemmt werden. Auch konnte in 

kotransfizierten HEK-293-Zellen die durch CPA induzierte Hemmung der cAMP-Produktion 

durch UTP aufgehoben werden. Zusätzlich konnte in Calcium-Experimenten an 

kotransfizierten HEK-293-Zellen die simultane Gabe von NECA und UTP einen höheren 

Calcium-Anstieg induzieren als die einzelnen Agonisten. Diese Ergebnisse lassen 

schlussfolgern, dass durch die Heterodimerisierung ein neuer struktureller Proteinkomplex 

gebildet wird, bei welchem durch die simultane Aktivierung der beiden Rezeptoren die Gi-

Protein-Kopplung gehemmt und die Gq-Protein-Kopplung gesteigert wird.
125

 Darüber hinaus 

konnte die A1-P2Y2-Rezeptor-Heterodimerisierung mit Hilfe der Immunogold-Elektronen-

Mikroskopie in den Neuronen des Ratten-Cortex, des Cerebellums und auch in den 

cerebellaren Purkinje-Zellen nachgewiesen werden.
126

 

  

1.4.2.9 A2A-CB1-Heterodimer 

2007 konnten Carriba et al. ein A2A-CB1-Rezeptor-Heterodimer sowohl in transfizierten 

HEK-293-Zellen mit Hilfe von BRET als auch im Ratten-Striatum mit 

Kolokalisationsexperimenten und Koimmunpräzipitationen nachweisen.
127

 In der humanen 

Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY-S5Y konnte zusätzlich mit funktionellen cAMP-

Experimenten gezeigt werden, dass eine Koaktivierung des A2A-Rezeptors für ein CB1-

Rezeptor-„Signalling“ notwendig erscheint.
127

 

 

1.4.2.10 A2A-D2-CB1-Oligomer 

In transfizierten HEK-293-Zellen konnte erstmals auch ein oligomerer Rezeptorkomplex aus 

den A2A-, D2-, und CB1-Rezeptoren mit Hilfe einer sequentiellen BRET-FRET (SRET)-
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Methode identifiziert werden.
128

 Navarro et al. konnten nachfolgend das A2A-D2-CB1-

Rezeptor-Oligomer in transfizierten HEK-293-Zellen mit kombinierten BRET-BiFC-

Experimenten bestätigen.
129

 

 

1.4.2.11 A2A-mGlu5-Heterodimer, A2A-D2-mGlu5-Oligomer  

Cabello et al. konnten 2009 mit Hilfe von BiFC erstmals ein A2A-mGlu5-Rezeptor-

Heterodimer in transfizierten HEK-293-Zellen identifizieren sowie zusätzlich mit 

kombinierten BRET-BiFC-Experimenten und sequentiellen BRET-FRET (SRET)-

Experimenten ein Rezeptoroligomer aus dem A2A-, dem D2- und dem mGlu5-Rezeptor.
130

 

Weiterhin konnte mit einer hochauflösenden Immunoelektronen-Mikroskopie eine 

Kolokalisation der Rezeptoren in der extrasynaptischen Plasmamembran einer striatalen 

Synapse beobachtet werden. Darüber hinaus konnte auch mit Koimmunpräzipitations-

Experimenten in Ratten-Striatum-Homogenaten die Existenz der Proteininteraktionen 

zwischen den A2A-, D2- und den mGlu5-Rezeptoren bestätigt werden.
130
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1.5 Ziele der Arbeit 

Adenosinrezeptoren und insbesondere A2A- und A2B-Rezeptoren gelten als interessante 

Zielstrukturen in der Therapie von entzündlichen, neurodegenerativen und kardiovaskulären 

Erkrankungen. Daher ist die Suche nach neuen potenten und selektiven Liganden als 

Pharmaka für diese Subtypen von großer Bedeutung. Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 

sowie funktionelle Experimente sind daher wichtig, um neue Leitstrukturen für potentielle 

Rezeptor-Agonisten- und Antagonisten zu identifizieren. Darüber hinaus können GPCRs 

sowohl Homodimere als auch Heterodimere bzw. oligomere Strukturen ausbilden, welche 

völlig neue pharmakologische Eigenschaften im Vergleich zu den monomeren Rezeptoren 

aufweisen können, und die somit die Diversität der intrazellulären Signaltransduktionswege 

erhöhen. Die Entwicklung neuer Rezeptordimer-spezifischer Liganden und auch die genaue 

Charakterisierung dieser Komplexe insbesondere in nativen Geweben und Zellen sind in den 

letzten Jahren mit in den Mittelpunkt der GPCR-Forschung gerückt. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst ein Radioligand-Rezeptor-Bindungsassay mit einem 

A2B-Rezeptor-Agonist-Radioliganden entwickelt werden, welcher es erlaubt, die Affinität von 

A2B-Rezeptor-Agonisten an der für Agonisten hochaffinen, aktiven Rezeptorkonformation zu 

bestimmen. Dabei sollte der unselektive aber relativ potente A2B-Rezeptor-Agonist-

Radioligand [³H]NECA zur Charakterisierung von rekombinanten Adenosin-A2B-Rezeptoren 

unterschiedlicher Spezies zum Einsatz kommen. 

 

Ein wichtiges Ziel war es außerdem, den einzigen bisher beschriebenen hochselektiven und 

hochaffinen A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 umfassend zu charakterisieren. 

 

Da es in der Literatur Hinweise auf die Existenz eines möglichen A2B-A2A-Rezeptor-

Heterodimers gab, sollte dieses mit entsprechenden Methoden identifiziert und charakterisiert 

werden. Zunächst sollten dafür doppelt-transfizierte stabile Zelllinien generiert werden, um 

deren pharmakologische Profile in Bezug auf Rezeptor-spezifische Agonisten und 

Antagonisten im Vergleich zu den einzeln transfizierten Zelllinien zu untersuchen. Die 

Charakterisierung der getesteten Verbindungen in den verschiedenen Zellsystemen sollte 

dabei sowohl über die Bestimmung der Affinität in Bindungsstudien als auch mit Hilfe von 

funktionellen Experimenten erfolgen. 
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Anschließend sollten Kolokalisationsexperimente an den mit dem A2A- und A2B-Rezeptor 

stabil transfizierten Zellen durchgeführt werden. Hierbei galt es, sowohl das fluoreszierende 

Protein ECFP als auch das fluoreszierende Protein EYFP jeweils an den C-Terminus der 

Rezeptoren anzubringen und mit Hilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops die 

Rezeptorexpression zu untersuchen. 

 

Darüber hinaus sollten biophysikalische Methoden wie FRET- und BiFC-Experimente 

etabliert werden, um potentielle A2A-A2B-Rezeptor-Heterodimere in transient kotransfizierten 

CHO-K1-Zellen zu identifizieren. Um nachfolgend die Interaktionsfläche des A2A-A2B-

Rezeptor-Heterodimers näher zu charakterisieren, sollte zusätzlich eine A2A-Rezeptor-

Mutante mit verkürztem C-Terminus in FRET-Experimenten untersucht werden. 

 

Die genannten Teilprojekte dienen dem Ziel, neue Erkenntnisse zur komplexen 

Pharmakologie der A2A- und A2B-Rezeptoren, die große pathophysiologische Bedeutung            

(z. B. bei inflammatorischen Erkrankungen und Krebs) besitzen, zu erhalten. Dadurch wird 

die Suche nach neuen selektiven Adenosinrezeptor-Liganden als potentielle Pharmaka 

erleichtert. 
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2 Charakterisierung von humanen und Nagetier-Adenosin-A2B- 

Rezeptoren mit [³H]NECA  

 

2.1 Einleitung  

 

2.1.1 Prinzip von Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 

Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien stellen eine wichtige Methode dar, um die direkte 

Interaktion zwischen Liganden und einem Rezeptorprotein zu charakterisieren. Als 

pharmakologische Werkzeuge werden dafür hoch potente, spezifische, radioaktiv markierte 

Agonisten oder Antagonisten eingesetzt. Meist werden tritiierte Verbindungen verwendet, 

welche den Vorteil bieten, dass die chemische Struktur des Radioliganden nicht verändert 

wird. Die theoretische Grundlage von Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien beruht auf dem 

Massenwirkungsgesetz. Dabei wird das Rezeptorprotein (R) mit einem hochaffinen, 

radioaktiv markierten Liganden (L
*
) bis zum Erreichen eines Gleichgewichtzustandes 

zwischen Assoziation und Dissoziation inkubiert.
131
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Gl. 2-1: Das Massenwirkungsgesetz und die Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD.
131 

                                  

Der KD-Wert entspricht dabei der Radioligandkonzentration, bei welcher die Hälfte der 

Rezeptoren im Gleichgewicht besetzt ist.
132

 Diese Gleichgewichtsdissoziationskonstante (KD) 

stellt ein Maß für die Affinität eines Radioliganden zum Rezeptorprotein dar. Je kleiner der 

KD-Wert, desto größer ist die Affinität und desto mehr wird die Lage des Gleichgewichts 

zugunsten des Radioligand-Rezeptor-Komplexes verschoben. Da aus einer hohen Affinität 

auch eine langsame Dissoziation des Radioligand-Rezeptor-Komplexes resultiert, können 

freie Ligandmoleküle quantitativ durch Filtration von gebundenen abgetrennt werden. 

Die Zahl der möglichen Bindungsstellen (Bmax) hängt dabei von der Expression des Rezeptors 

in dem entsprechenden Gewebe bzw. von der eingesetzten Proteinmenge ab. Aus einem 
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Sättigungsexperiment lässt sich sowohl die maximale Anzahl der Bindungsstellen (Bmax) als 

auch der KD-Wert bestimmen. Dabei ist die Menge der besetzten Rezeptoren (RL
*
) abhängig 

von der Konzentration des eingesetzten Radioliganden (L
*
). 

 

       
         

       
 

Gl. 2-2: Sättigungsfunktion.
132

 

 

Aus den in den Sättigungsexperimenten erhaltenen Bmax-Werten in cpm kann unter 

Einbeziehung der Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintillations-Counters, der spezifischen 

Aktivität des Radioliganden, dem Umrechnungsfaktor von cpm in Becquerel und der jeweils 

eingesetzten Proteinmenge die Anzahl der maximalen Bindungsstellen in fmol/mg Protein 

berechnet werden. 

 

     
    

  
   

             

                                  
  

    
              

 

 

Gl. 2-3: Umrechnung des Bmax-Wertes  von cpm in fmol/mg Protein.
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Aus einem homologen Kompetitionsexperiment wird der Bmax-Wert in cpm durch folgende 

Beziehung berechnet und kann dann für die Umrechnung in [fmol/mg] in (Gl. 2-3) eingesetzt 

werden: 

 

           
                        

                     
 

 

Gl. 2-4: Berechnung des Bmax-Wertes in cpm aus einem homologen Kompetitionsexperiment. 

 

Die Gesamtbindung des Radioliganden setzt sich aus der spezifischen und der unspezifischen 

Bindung zusammen. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wird eine unmarkierte zum 

Rezeptorprotein affine Verbindung im Überschuss (1000 x KD) eingesetzt, sodass alle 

Rezeptoren besetzt werden und der Radioligand somit nur noch unspezifisch binden kann.
131

 

Die spezifische Bindung lässt sich dann aus der Differenz zwischen Gesamtbindung und 
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unspezifischer Bindung berechnen. Generell nimmt die spezifische Bindung linear mit der 

eingesetzten Proteinmenge bzw. Rezeptormenge zu. Die Inkubationsdauer der 

Sättigungsexperimente wird so gewählt, dass im Gleichgewichtszustand gemessen wird. Die 

erforderliche Inkubationsdauer kann in Assoziationsexperimenten bestimmt werden, welche 

die zeitabhängige Bindung des Liganden an den Rezeptor charakterisieren. 

Dissoziationsexperimente spiegeln den zeitabhängigen Zerfall des Radioligand-Rezeptor-

Komplexes wieder. Assoziations- und Dissoziationsexperimente verlaufen exponentiell, 

solange nur eine Bindungsstelle vorliegt.
133

 Weiterhin lassen sich aus den 

Kinetikexperimenten Assoziations- und Dissoziationskonstanten berechnen (kon, koff) aus 

welchen anschließend ein kinetischer KD-Wert bestimmt werden kann,
133

 der im 

Konzentrationsbereich des Sättigungsexperimentes liegen sollte. Des Weiteren lässt sich auch 

ein abgeschätzter KD-Wert aus homologen Kompetitionsexperimenten ermitteln                      

(KD = IC50-[Radioligand]).
134

 Dabei wird als Inhibitor der entsprechende Kaltligand in 

unterschiedlichen Konzentrationen mit gleichen Konzentrationen des Radioliganden und dem 

Rezeptorprotein inkubiert. Die halbmaximale Hemmung des Radioliganden durch die 

Testsubstanz (IC50) ist dann ein Maß für deren Potenz. Der IC50-Wert ist jedoch abhängig 

sowohl von der eingesetzten Konzentration des Radioliganden, als auch von der 

Konzentration des Inhibitors.
133

 Um vergleichbare Werte für die Affinität von potentiellen 

Liganden für einen Rezeptorsubtyp zu bekommen, wird deshalb die 

Gleichgewichtsdissoziationskonstante Ki des Inhibitors bestimmt. Diese ist Versuchs- 

unabhängig und entspricht der Konzentration des Inhibitors, die 50 % der Bindung des 

Radioliganden an den Rezeptor verdrängt.
133

 Je niedriger der Ki-Wert desto affiner ist die 

untersuchte Substanz zu dem Rezeptor. Folgende Gleichung wird verwendet, um den Ki-Wert 

aus experimentell bestimmten IC50-Werten zu berechnen.
135

 

 

     
    

  
   
  

 

 

[L] =  Konzentration des Radioliganden 

KD =  Gleichgewichtsdissoziationskonstante des Radioliganden 

IC50 =  Die Konzentration der Testsubstanz, die 50 % der Radioligandbindung inhibiert 

 

Gl. 2-5: Berechnung des Ki-Wertes.
135

 



30   Charakterisierung von humanen und Nagetier-Adenosin-A2B-Rezeptoren mit [³H]NECA 

 

2.1.2 Antagonisten und Agonisten für Adenosin-A2B-Rezeptoren 

Um potentiell neue selektive und affine Liganden für einen Rezeptorsubtyp zu identifizieren, 

sind pharmakologische Werkzeuge wie Radioliganden somit unverzichtbar. Für den 

Adenosin-A2B-Rezeptor sind in den letzten Jahren eine Reihe von hoch potenten und 

selektiven Antagonisten beschrieben worden.
46-47, 136-137

 Insbesondere der von Borrmann et al. 

entwickelte und 2009 publizierte selektive A2B-Antagonist-Radioligand [³H]PSB-603           

(Abb. 2-1) zeigt mit einem Ki-Wert von 0,553 nM an humanen A2B-Rezeptoren und mit 

einem KD-Wert von 0,351 nM an Maus A2B-Rezeptoren nicht nur eine sehr hohe, sondern 

auch eine Spezies-übergreifende Affinität.
45

  

 

 

Abb. 2-1: Struktur des hochaffinen A2B-Rezeptor-Antagonisten 8-(4-(4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-

sulfonyl)phenyl)-1-propylxanthin, PSB-603. 

 

Die meisten entwickelten Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten leiten sich strukturell von dem 

endogenen Agonisten Adenosin (Abb. 2-2) ab. Substitutionen finden hauptsächlich an den  

N
6
-
 
oder C2-Positionen des Purinheterocyclus und/oder an der 5´-Position der Ribose des 

Adenosins statt. Des Weiteren existieren auch Kombinationen dieser Substitutionen.
138
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Abb. 2-2: Struktur des endogenen Adenosin-Rezeptor-Agonisten Adenosin. 

              

Das 5´-substituierte Adenosin-Derivat N-Ethylcarboxamidoadenosin (NECA, Abb. 2-3) stellt 

einen relativ potenten wenn auch nicht selektiven A2B-Rezeptor-Agonisten mit Ki-Werten von 

ca. 500 nM (z. B. 489 nM
46

 und 570 nM
137

) an humanen A2B-Rezeptoren dar. Diese Werte 

wurden in Bindungsstudien unter Verwendung von Antagonist-Radioliganden bestimmt, 

wodurch die Affinität vermutlich unterschätzt wird, da man die Affinität zwischen 

niedrigaffinen Rezeptorkonformationen bestimmt.
139

 Des Weiteren scheint eine                         

N
6
-Substitution des NECAs relativ potente und selektive A2B-Rezeptor-Agonisten 

hervorzubringen,
140

 während Substitutionen in Position C2 des Adenosins wie z. B. bei dem 

2-Halogen-substituierten Adenosin-Derivat 2-Chloradenosin (CADO, Abb. 2-3) die A2B-

Affinität eher verringern.
141

  

 

    

Abb. 2-3: Strukturen der unselektiven Adenosin-Rezeptor-Agonisten CADO und NECA. 

 

Weitere potente und selektive A2B-Rezeptor-Agonisten, welche sich strukturell nicht vom 

Adenosin ableiten lassen, stellen Pyridin-3,5-dicarbonitril-Derivate, insbesondere das 

BAY60-6583 (Abb. 2-4) dar, mit einem EC50-Wert im nanomolaren Bereich an humanen 



32   Charakterisierung von humanen und Nagetier-Adenosin-A2B-Rezeptoren mit [³H]NECA 

 

A2B-Rezeptoren.
41,142

 Die Verbindung wird in Kapitel 3 ausführlich beschrieben und 

pharmakologisch charakterisiert.  

 

                       

Abb. 2-4: Struktur des potenten und selektiven A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583. 

 

Trotz der Vielzahl der vorhandenen A2B-Rezeptor-Agonisten, ist bis heute noch kein hoch 

potenter und selektiver A2B-Rezeptor-Agonist-Radioligand verfügbar, welcher die weitere 

Charakterisierung des A2B-Rezeptors voranbringen könnte. Der einzige Agonist-Radioligand, 

der in den letzten Jahren an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien und 

Geweben verwendet wurde, ist die tritiierte Form des unselektiven Liganden NECA. 1986 

konnten Bruns et al. zwei verschiedene Subtypen von A2-Rezeptoren mit [³H]NECA in 

unterschiedlichen Geweben nachweisen. Ein Rezeptor hatte eine hohe Affinität für NECA, 

der andere eine niedrige.
143

 Es wurde deshalb, wie auch schon 1983 erstmals von Daly et al. 

vorgeschlagen, der hochaffine Rezeptor mit A2A und der niedrigaffine mit A2B bezeichnet.
144

  

Einige Jahre später konnten Casado et al. eine Bindung von tritiierten NECA an chromaffinen 

Rindernierenzellmembranen ermitteln.
145

 Die Bindung der spezifischen A2A-Radioliganden 

[³H]CGS21680 und der A1-Radioliganden [³H]R-PIA und [³H]DPCPX schien dabei 

vernachlässigbar zu sein, während [³H]NECA ein hohe spezifische Bindung aufzeigte. Die 

Testung verschiedener Standardliganden gegen [³H]NECA ergab ein pharmakologisches 

Profil, (DPCPX > NECA > CADO > R-PIA > Theophyllin > CGS21680) welches dem des 

A2B-Rezeptor-Subtyps entspricht.
145

  

Nachfolgend konnten Mirabet et al. eine Bindung von [³H]NECA mit einem KD-Wert von  

1,2-1,5 µM und einem Bmax-Wert von 1,1 ± 0,5 pmol/mg Protein an Jurkat-T-Zellmembranen 

bestimmen.
146

 Auch hier war die Bindung von 2,4 nM [³H]DPCPX, 8,5 nM [³H]R-PIA oder  

12,5 nM [³H]CGS21680 vernachlässigbar und die Testung von Standardliganden gegen 

[³H]NECA wies ein pharmakologisches Profil typisch für den A2B-Rezeptor auf. Des 

Weiteren konnte der Agonist NECA in Jurkat-T-Zellen ein Calcium-Signal induzieren, 
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welches unabhängig von einer Aktivierung der Phospholipase C zu sein schien. Das 

induzierte Calcium-Signal wurde in dieser Publikation auf den Adenosin-A2B-Rezeptor 

zurückgeführt.
146

  In einer weiteren Studie wurde an rekombinanten humanen A2B-Rezeptoren 

mit [³H]NECA ein homologes Kompetitionsexperiment in An- und Abwesenheit von 5 

I.U./ml Adenosindesaminase (ADA) durchgeführt. Es zeigte sich, dass sich die Affinität von 

NECA in Anwesenheit von ADA signifikant erhöhte, (Ki-Wert in Abwesenheit von ADA 2,1 

µM und in Anwesenheit von ADA 0,4 µM) was eine direkte Interaktion des A2B-Rezeptors 

mit dem Enzym schlussfolgern lässt.
147

 Eine weitere Interaktion des A2B-Rezeptors scheint 

mit dem Protein Netrin-1 zu bestehen. So konnten Corset et al. mit humanen A2B-Rezeptor- 

transfizierten HEK293-Zellen zeigen, dass die Bindung von tritiierten NECA in Abhängigkeit 

von der Konzentration des eingesetzten Netrin-1 Proteins zunahm. Die Bindungsstelle des 

Proteins am A2B-Rezeptor scheint aber unterschiedlich zu der Bindungsstelle für NECA oder 

Adenosin zu sein.
148

 

Bisher wurden A2B-Rezeptor-Agonisten jedoch hauptsächlich gegen die vorhandenen hoch 

potenten Antagonist-Radioliganden oder in funktionellen Assaysystemen getestet.
46, 137, 140, 149

 

Nach dem Zwei-Zustände-Rezeptormodell wird davon ausgegangen, dass in Abwesenheit 

eines Agonisten ein Gleichgewicht zwischen inaktiver und aktiver Rezeptorkonformation 

vorliegt. Agonisten binden bevorzugt an die aktive Rezeptorkonformation und verschieben 

das Gleichgewicht zugunsten derselben, während Antagonisten/inverse Agonisten bevorzugt 

an die inaktive Rezeptorkonformation binden.
150

 Um somit die genaue Affinität von 

Testsubstanzen zu bestimmen, sollten Agonisten gegen strukturell ähnliche Agonist- 

Radioliganden mit gleichen Bindungseigenschaften und Antagonisten entsprechend gegen 

strukturell ähnliche Antagonist-Radioliganden getestet werden. Bisher wurden Agonisten 

jedoch auch gegen Antagonist-Radioliganden getestet, um die Bindung am Rezeptorprotein 

auch mit strukturell unterschiedlichen Verbindungen zu bestätigen. 

 

2.2 Methodenentwicklung 

In diesem Teilprojekt sollte die Bindung von [³H]NECA an rekombinanten humanen, Maus- 

und Ratten-A2B-Rezeptoren charakterisiert werden. Die dafür verwendeten stabil transfizierten 

CHO-A2B-Zelllinien wurden in der eigenen Diplomarbeit (humane) sowie von den 

Masterstudenten Alessandro Casari (Maus) und Mohammed Wessam Alnouri (Ratte) mit 

Hilfe eines retroviralen Transfektionssystems hergestellt. Für die Charakterisierung wurden 

Kinetik-, Sättigungs- und Kompetitionsexperimente herangezogen. Potentiell neue A2B-
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Rezeptor-Agonisten könnten dann mit diesem entwickelten Assaysystem gegen [³H]NECA 

als Radioligand getestet werden. 

Die Bindung eines Radioliganden an einen Rezeptor wird durch eine Reihe von Faktoren 

beeinflusst, wie z. B. durch die Zusammensetzung und den pH-Wert des Puffers, der 

verwendeten Materialien, der Temperatur und dem verwendeten Lösungsmittel. Um geeignete 

Bedingungen für die Durchführung der Bindungsstudien zu erhalten, wurden verschiedenste 

Parameter getestet. Um eine ausreichende spezifische Bindung zu erhalten erwies sich ein 1 

ml Versuchsansatz am geeignetsten, welchem zusätzlich zu einem üblicherweise verwendeten 

„Standardpuffer“ (Tris 50 mM, pH 7,4), 10 mM MgCl2 zugesetzt wurden. Magnesiumionen 

sind in der Lage, die Bindung von Agonisten positiv zu modulieren, indem sie die Kopplung 

der G-Proteine an den Rezeptor und damit die aktive Rezeptorkonformation begünstigen 

können.
151-152

  Da die Wasserlöslichkeit der meisten zu testenden Verbindungen zu gering ist, 

musste dem Versuchsansatz außerdem 2,5 % DMSO zugesetzt werden. Höhere DMSO-

Konzentrationen sollten aufgrund eines möglichen Einflusses auf das Rezeptorprotein 

vermieden werden. 

Die in der Bindungsstudie einzusetzende Radioligandkonzentration wird üblicherweise so 

gewählt, dass sie 1/10 - 10 x des KD-Wertes der Verbindung entspricht.
134

 Die in der Literatur 

beschriebenen Ki-Werte für NECA an humanen A2B-Rezeptoren schwanken jedoch teilweise 

je nach verwendetem Radioligand relativ stark und reichen von 262 nM bis 1890 nM.
45, 153

  

Für die Etablierung der Bindungsstudien wurde eine Radioligandkonzentration von 30 nM      

(>1/10 des abgeschätzten KD-Wertes) ausgewählt, da mit dieser Konzentration in ersten 

Vorversuchen ausreichend hohe Gesamtcounts gemessen werden konnten (ca. 3000 cpm) und 

eine spezifische Bindung erkennbar war. Die unspezifische Bindung des Radioliganden an die 

verwendeten GF-B Filter war jedoch noch relativ hoch, was sich unter der Verwendung von 

GF-C Filtern und insbesondere mit einer Erhöhung der Waschschritte mit eiskaltem          

Tris-Puffer verbessern ließ. Dabei war es wichtig, dass bei jedem Waschschritt das gleiche 

Volumen eingesetzt wurde (Abb. 2-5). 

 



Charakterisierung von humanen und Nagetier-Adenosin-A2B-Rezeptoren mit [³H]NECA  35 

0

1000

2000

3000

4000

5000

Gesamtbindung

unspezifische Bindung

spezifische Bindung
1 x Waschen

spezifische Bindung
2 x Waschen

spezifische Bindung
4 x Waschen

GFC-Filter GFB-Filter

c
p

m

 

Abb. 2-5: Einfluss der verschiedenen durchgeführten Waschschritte auf die spezifische Bindung von [³H]NECA 

an humanen A2B-Rezeptoren. Der Vorversuch wurde in Duplikaten durchgeführt. 

 

Die für Bindungsstudien eingesetzten Radioliganden sollten idealerweise hoch affin mit 

einem KD-Wert <1 nM sein, eine geringe unspezifische Bindung aufweisen, eine hohe 

spezifische Aktivität (<5 Ci/mmol erscheint unbrauchbar) besitzen, um auch geringe 

Rezeptormengen zu detektieren und spezifisch für den jeweiligen Rezeptorsubtyp sein.
131

      

Da für [³H]NECA diese Voraussetzungen nicht alle erfüllt sind, wurde um eine durch die 

geringe Affinität zu schnelle Dissoziation des Liganden insbesondere schon während des 

Absaugvorganges zu verhindern, der gesamte Ansatz 4 h bei 4°C inkubiert.  

Des Weiteren war die Proteinmenge, die zum Erreichen einer ausreichenden (≥50 %) 

spezifischen Bindung eingesetzt werden musste, abhängig von der jeweiligen 

Membranpräparation. Generell waren ca. 200 µg der Membranpräparationen pro Reagenzglas 

sowohl für humane als auch für Ratten-A2B-Rezeptoren ausreichend (Abb. 2-6, Abb. 2-7). Die 

Expression des Maus-A2B-Rezeptors schien etwas geringer zu sein und es mussten von 

diesem Rezeptorsubtyp mehr als 200 µg Protein pro Reagenzglas eingesetzt werden, um eine 

spezifische Bindung von nahezu 50 % zu erzielen (Abb. 2-6). 
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Abb. 2-6: Abhängigkeit der spezifischen [³H]NECA Bindung von der eingesetzten Proteinmenge von Ratten- 

und Maus-A2B-Rezeptoren. Der Vorversuch wurde in Duplikaten durchgeführt. 

 

Um auszuschließen, dass [³H]NECA in die für die Bindungsstudie notwendigen hohen 

eingesetzten Radioligandkonzentrationen und Proteinmengen unspezifisch an nativ 

exprimierte Rezeptoren wie z. B. an P2Y2-Rezeptoren in untransfizierten CHO-K1-Zellen 

bindet,
154

 wurden diese zusätzlich als Kontrolle getestet. Es zeigte sich, dass auch mit sehr 

hohen eingesetzten Proteinmengen von 350 µg pro Reagenzglas an den Membranen der 

untransfizierten CHO-K1-Zellen keine spezifische Bindung gemessen werden konnte, 

während die spezifische Bindung von [³H]NECA an humane A2B-Rezeptoren proportional mit 

der eingesetzten Proteinmenge zunahm (Abb. 2-7). 
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Abb. 2-7: Abhängigkeit der spezifischen [³H]NECA Bindung von der eingesetzten Proteinmenge von humanen 

A2B-Rezeptoren sowie von untransfizierten CHO-K1-Zellen. Der Vorversuch wurde in Duplikaten durchgeführt. 

 

2.2.1 Zusammenfassung  

Die spezifische Bindung von [³H]NECA an die Membranen von rekombinanten humanen, 

Maus- und Ratten-A2B-Rezeptoren nimmt mit steigender Proteinmenge zu, was eine 

spezifische Interaktion des Liganden mit dem Rezeptorprotein verdeutlicht. Zusätzlich konnte 

an den nicht transfizierten CHO-K1-Zellen auch mit hohen Proteinmengen keine spezifische 

Bindung gemessen werden. Es lässt sich somit festhalten, dass unter den ausgetesteten und in 

Kapitel 2.2 beschriebenen Bedingungen eine spezifische Bindung von nahezu 50 % erreicht 

werden konnte. Die Bindung war jedoch nicht immer stabil, sondern schien insbesondere von 

der Inkubationstemperatur, dem Absaugvorgang und von den verwendeten 

Membranpräparationen abhängig zu sein. 

 

2.3 Assoziations- und Dissoziationsexperimente an humanen Adenosin-A2B-

Rezeptoren 

Die Kinetikexperimente an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren wurden unter dem Einsatz 

einer Radioligandkonzentration von 30 nM und bei einer Inkubation von 4°C durchgeführt. 

Dabei spiegeln Assoziationsexperimente die zeitabhängige Bindung des Liganden an das 

Rezeptorprotein wieder, während Dissoziationsexperimente den zeitabhängigen Zerfall des 

Radioligand-Rezeptor-Komplexes verdeutlichen. 
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Abb. 2-8: Assoziationsexperiment. Zeitabhängige spezifische Bindung von [³H]NECA an humanen Adenosin-

A2B-Rezeptoren (n=3, ± SEM). 
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Abb. 2-9: Dissoziationsexperiment. Zeitabhängige spezifische Bindung von [³H]NECA an humanen Adenosin-

A2B-Rezeptoren (n=3, ± SEM). 

 

Aus den drei unabhängigen Assoziationsexperimenten lässt sich eine Konstante  Kob von 

0,073 min
-1

 (± 0,008) und aus den drei unabhängigen Dissoziationsexperimenten lässt sich 

eine Geschwindigkeitskonstante Koff von 2,16 min
-1

 (± 0,52) bestimmen. Um daraus die 

Assoziationskonstante Kon zu berechnen kann folgende Formel verwendet werden:  

Kon = Kob-Koff / [Radioligand]
133

  

Aus der Beziehung KD = Koff / Kon
 
 kann dann ein  kinetischen KD-Wert bestimmt werden.

133
 

Da die Dissoziation jedoch sehr schnell verläuft und die Werte für Koff dadurch größer sind als 

die für Kob, konnte aus den Experimenten kein kinetischer KD-Wert berechnet werden. 
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2.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Sowohl die Assoziations- als auch die Dissoziationsexperimente von [³H]NECA an humane 

Adenosin-A2B-Rezeptoren lassen sich am besten mit einer einphasischen Kurve darstellen, 

was darauf hindeutet, dass NECA eine Bindungsstelle am Rezeptor besitzt bzw. bevorzugt 

mit hoher Affinität an die für Agonisten beschriebene aktive Rezeptorkonformation bindet. 

Die Halbwertszeit der Assoziation mit 9,74 min spiegelt eine relativ schnelle Kinetik wieder. 

Das Bindungsgleichgewicht ist nach ca. 50 min erreicht und bleibt auch über einen Zeitraum 

von 240 min stabil (Abb. 2-8). Nach Zugabe des Kaltliganden fällt die Dissoziationskurve 

rapide auf nahezu 0 % ab, was beweist, dass die Bindung an den Rezeptor vollständig 

reversibel ist. Die Halbwertszeit der Dissoziation ist mit 0,374 min sehr schnell, was eine 

geringe Affinität des Liganden zum Rezeptorprotein vermuten lässt (Abb. 2-9).  

Eine ähnlich schnelle Kinetik von [³H]NECA konnten Casado et al. an chromaffinen A2B-

Rezeptor exprimierenden Rindernierenzellmembranen zeigen. In Dissoziationsexperimenten 

durchgeführt bei 2°C, konnten sie eine Geschwindigkeitskonstante von k-1 von 1,9 ± 0,8 min
-1

 

bestimmen, woraus berechnet werden konnte, dass <22 % der Radioliganddissoziation schon 

während des Absaugvorgangs auftrat.
145

 

Für nachfolgende Sättigungs- und Kompetitionsexperimente auch an Maus- und Ratten-A2B- 

Rezeptoren wurde eine Inkubationszeit von 240 min bei 4°C gewählt, da in diesem Zeitraum 

mit Gewissheit eine Gleichgewichtseinstellung erreicht ist. 

 

2.4 Sättigungsexperimente an humanen, Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren 

Da die spezifische Bindung eines Radioliganden bei konstanter Rezeptoranzahl mit steigender 

Ligandkonzentration sättigbar ist, erhält man eine Hyperbel, wenn die eingesetzte 

Radioligandkonzentration gegen die spezifische Bindung graphisch aufgetragen wird. Aus 

einem Sättigungsexperiment kann dann sowohl die Gleichgewichtsdissoziationskonstante 

(KD) des Radioliganden als auch die maximale Anzahl der Bindungsstellen (Bmax) berechnet 

werden. 

Es wurden vier voneinander unabhängige Bindungskurven für [³H]NECA an humanen 

Adenosin-A2B-Rezeptoren in einem Konzentrationsbereich von 10-2000 nM aufgenommen 

(Abb. 2-10). Um eine ausreichende spezifische Bindung zu erhalten, wurden von der 

humanen A2B-Rezeptor-Membranpräparation 200 µg Protein pro Reagenzglas eingesetzt. 
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Abb. 2-10: Sättigungsexperiment von [³H]NECA an humanen, rekombinanten Adenosin-A2B-Rezeptoren                

(n=4, ± SEM). Aus den vier unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein KD-Wert von 441 ± 169 nM 

und ein Bmax-Wert von 2150 ± 449 fmol/mg Protein bestimmt. 

 

Für Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren wurden zwei voneinander unabhängige 

Sättigungsexperimente in einem Konzentrationsbereich von 10-2000 nM durchgeführt         

(Abb. 2-11, Abb. 2-12). Dafür wurden von der Ratten-A2B-Rezeptor-Membranpräparation 250 

µg Protein pro Reagenzglas und von der Maus-A2B-Rezeptor-Membranpräparation, da diese 

auch in Vorversuchen schon eine geringere Expression aufwies (Abb. 2-6), 340 µg Protein 

pro Reagenzglas eingesetzt. 
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Abb. 2-11: Sättigungsexperiment von [³H]NECA an rekombinanten Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren                      

(n=2, ± SEM). Aus den zwei unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein KD-Wert von 894 ± 115 nM 

und ein Bmax-Wert von 1990 ± 187 fmol/mg Protein bestimmt. 
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Abb. 2-12: Sättigungsexperiment von [³H]NECA an rekombinanten Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren                  

(n=2, ± SEM). Aus den zwei unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein KD-Wert von 325 ± 144 nM 

und ein Bmax-Wert von 2680 ± 472 fmol/mg Protein bestimmt. 

 

2.4.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Die Sättigungsexperimente zeigen den Verlauf einer monophasischen Kurve, was auf eine 

bevorzugte Bindungsstelle von [³H]NECA an Adenosin-A2B-Rezeptoren schließen lässt. Für 

die Bindung von [³H]NECA an humane Adenosin-A2B-Rezeptoren wurde ein KD-Wert von 

441 ± 169 nM und ein Bmax-Wert von 2150 ± 449 fmol/mg Protein bestimmt. Dieser KD-Wert 

liegt im selben Konzentrationsbereich wie einige in der Literatur beschriebenen Ki-Werte 

(bestimmt mit Antagonist-Radioliganden) für [³H]NECA an humanen A2B-Rezeptoren.
46, 137

  

An Ratten- und Maus-A2B-Rezeptoren wurden in den Sättigungsexperimenten ähnliche KD-

Werte von 325 ± 144 nM bzw. 894 ± 115 nM und Bmax-Werte von 2680 ± 472 fmol/mg 
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Protein bzw. 1990 ± 187 fmol/mg Protein bestimmt. Da die A2B-Rezeptor-Sequenz nur 

geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies aufzeigt, humane und Maus-A2B-

Rezeptoren weisen 85 % Identität und Ratten- und Maus-A2B-Rezeptoren weisen 95 % 

Übereinstimmung auf,
155

 erscheinen auch ähnliche pharmakologische Charakteristika 

wahrscheinlich. Die Bmax-Werte von humanen A2B-Rezeptoren sind mit 2150 ± 449 fmol/mg 

Protein höher als die mit dem Antagonist-Radioligand [³H]PSB-603 bestimmten von 502 ± 57 

fmol/mg Protein.
45

 Eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied könnte darin begründet 

sein, dass der [³H]NECA-Bindungsstudie Magnesiumchlorid zugegeben wurde, welches 

zumindest für Adenosin-A2A- und A1-Rezeptoren die aktive Rezeptorkonformation zu 

begünstigen scheint, zu welcher Agonisten eine hohe Affinität aufweisen.
151-152

 Bei PSB-603 

handelt es sich vermutlich um einen inversen Agonisten, welcher bevorzugt an die inaktive 

Rezeptorkonformation bindet, aber nicht an beide Rezeptorkonformation mit gleicher 

Affinität, wie es z. B. bei neutralen Antagonisten der Fall ist. Die Bmax-Werte von humanen, 

Maus- und Ratten-A2B-Rezeptoren sind vergleichbar, was sich damit erklären lässt, dass alle 

stabil exprimierenden Zelllinien mit dem gleichen retroviralen Transfektionssystem 

hergestellt wurden. Auch wurden gleiche niedrige Zellpassagen und gleiche 

Inkubationsbedingungen für die Zellen verwendet.  

Es lässt sich somit schlussfolgern, dass [³H]NECA nur eine moderate Affinität zu A2B-

Rezeptoren aufweist und daher nur bedingt als Radioligand für Bindungsstudien geeignet ist. 

Da zurzeit jedoch kein anderer hoch affiner Agonist-Radioligand für A2B-Rezeptoren 

verfügbar ist, stellt dieser Assay eine geeignete Möglichkeit dar, um A2B-Rezeptor-Agonisten 

zu charakterisieren. 

 

2.5 Kompetitionsexperimente an humanen, Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-

Rezeptoren 

In heterologen Kompetitionsexperimenten werden verschiedene Standardagonisten und 

Antagonisten getestet, um zu überprüfen, ob die gegen [³H]NECA bestimmten Ki-Werte mit 

Werten aus der Literatur korrespondieren oder ob sich Unterschiede feststellen lassen.  

In homologen Kompetitionsexperimenten lassen sich zusätzlich KD- und Bmax-Werte 

bestimmen, welche im Bereich der Werte liegen sollten, die mit Sättigungsexperimenten 

bestimmt wurden. Die Strukturen der getesteten Agonisten NECA und CADO sind in Abb. 

2-3 und die Struktur von BAY60-6583 ist in Abb. 2-4 dargestellt. Die Struktur des 

Antagonisten PSB-603 ist in Abb. 2-1 gezeigt, während die Strukturen der weiteren  

getesteten Antagonisten Coffein und CGS15943 im Folgenden aufgeführt sind: 
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Abb. 2-13: Strukturen der mit [³H]NECA charakterisierten Antagonisten Coffein und CGS15943 (9-Chlor-2-(2-

furanyl)[1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolin-5-amin). 

 

2.5.1 Homologe Kompetitionsexperimente 

Bei einem homologen Kompetitionsexperiment wird der entsprechende, nicht radioaktiv 

markierte Ligand in verschiedenen Konzentrationen gegen eine konstante Menge an 

Radioligand getestet. Aus den erhaltenen IC50-Werten kann dann aus der Beziehung         

(IC50-[Radioligand] = KD)
134

 ein KD-Wert berechnet werden, welcher mit den aus 

Sättigungsexperimenten bestimmten KD-Werten übereinstimmen sollte. Des Weiteren können 

auch Bmax-Werte berechnet werden (Gl. 2-3, Gl. 2-4). 
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Abb. 2-14: Homologes Kompetitionsexperiment zwischen dem nicht markierten Liganden NECA und dem 

Radioliganden [³H]NECA (30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n =5, ± SEM). Aus den fünf 

unabhängigen Experimenten wurde aus der monophasischen Kurve als Mittelwert ein KD-Wert von 665 ± 73 nM 

und ein Bmax-Wert von 2220 ± 71 fmol/mg Protein berechnet. Die alternative Auswertung über eine biphasische 

Kurve ergab eine hoch affine Bindungsstelle von KH = 322 nM (73,4 %) und eine niedrig affine Bindungsstelle 

von KL = 2965 nM (26,6 %). 
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Abb. 2-15: Homologes Kompetitionsexperiment zwischen dem nicht markierten Liganden NECA und dem 

Radioliganden [³H]NECA (30 nM) an Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=3, ± SEM). Aus den drei 

unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein KD-Wert von 465 ± 104 nM und ein Bmax-Wert von 1480 

± 451 fmol/mg Protein an Maus- und ein KD-Wert von 532 ± 65 nM und ein Bmax-Wert von 4400 ± 1500 

fmol/mg an Ratten-A2B-Rezeptoren berechnet. 

 

Aus den homologen Kompetitionsexperimenten lassen sich ein KD-Wert von 665 ± 73 nM 

und ein Bmax-Wert von 2220 ± 71 fmol/mg Protein an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren 

(Abb. 2-14),  ein KD-Wert von 465 ± 104 nM und ein Bmax-Wert von 1480 ± 451 fmol/mg 

Protein an Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren (Abb. 2-15) und ein KD-Wert von 532 ± 65 nM 

und ein Bmax-Wert von 4400 ± 1500 fmol/mg Protein an Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren 

(Abb. 2-15) berechnen. Alternativ ließe sich das homologe Kompetitionsexperiment an 

humanen A2B-Rezeptoren auch über eine biphasische Kurve auswerten, welches eine hoch 

affine Bindungsstelle für [³H]NECA von KH = 322 nM an der aktiven Rezeptorkonformation 

(73,4 %) und eine niedrig affine Bindungsstelle für [³H]NECA von KL= 2965 nM an der 

inaktiven Rezeptorkonformation (26,6 %) berechnet (Abb. 2-14). 

 

2.5.2 Heterologe Kompetitionsexperimente mit verschiedenen Standardagonisten und 

Antagonisten 

Für die Durchführung von heterologen Kompetitionsexperimenten wurde eine 

Radioligandkonzentration von 30 nM von [³H]NECA eingesetzt. Die Kompetitionskurven des 

Agonisten BAY60-6583 und der getesteten Antagonisten wurden extrapoliert, da die 

Verbindungen in den höheren Konzentrationen nicht löslich waren und präzipitierten. 

In Tab. 2-1 sind die Affinitäten der getesteten Agonisten und Antagonisten, sowie die 

entsprechenden Literaturdaten zusammengefasst.  
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Abb. 2-16: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen BAY60-6583 und dem Radioliganden [³H]NECA 

(30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=5, ± SEM). Aus den fünf unabhängigen Experimenten wurde 

aus der monophasischen Kurve als Mittelwert ein Ki-Wert von 31400 nM ± 7750 nM bestimmt. Die alternative 

Auswertung über eine biphasische Kurve ergab eine hoch affine Bindungsstelle von KH = 118 nM (5,20 %) und 

eine niedrig affine Bindungsstelle von KL = 39000 nM (94,8 %). 
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Abb. 2-17: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen BAY60-6583 und dem Radioliganden [³H]NECA 

(30 nM) an Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=2-3, ± SEM). Aus den zwei bzw. drei unabhängigen 

Experimenten wurde als Mittelwert ein Ki-Wert von 10300 nM ± 3400 nM an Maus- und ein Ki-Wert von 10400 

nM ± 3430 nM an Ratten-A2B-Rezeptoren bestimmt. 
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Abb. 2-18: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen CADO und dem Radioliganden [³H]NECA                  

(30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=3, ± SEM). Aus den drei unabhängigen Experimenten wurde 

als Mittelwert ein Ki-Wert von 11700 nM ± 2890 nM bestimmt. 
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Abb. 2-19: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen Coffein und dem Radioliganden [³H]NECA                 

(30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=2, ± SEM). Aus den zwei unabhängigen Experimenten 

wurde aus der monophasischen Kurve als Mittelwert ein Ki-Wert von 4500000 nM ± 142000 nM bestimmt. Die 

alternative Auswertung über eine biphasische Kurve ergab eine hoch affine Bindungsstelle von KH = 27900 nM 

(14,6 %) und eine niedrig affine Bindungsstelle von KL = 7700000 nM (86,4 %). 
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Abb. 2-20: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen PSB-603 und dem Radioliganden [³H]NECA        

(30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=4, ± SEM ). Aus den vier unabhängigen Experimenten wurde 

aus der monophasischen Kurve als Mittelwert ein Ki-Wert von 104 nM ± 36 nM bestimmt. Die alternative 

Auswertung über eine biphasische Kurve ergab eine hoch affine Bindungsstelle von KH = 0,448 nM (31,7 %) 

und eine niedrig affine Bindungsstelle von KL = 363 nM ( 69,3 %). 
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Abb. 2-21: Heterologes Kompetitionsexperiment zwischen CGS15943 und dem Radioliganden [³H]NECA     

(30 nM) an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren (n=2, ± SEM ). Aus den zwei unabhängigen Experimenten 

wurde aus der monophasischen Kurve als Mittelwert ein Ki-Wert von 10400 nM ± 2410 nM bestimmt. Die 

alternative Auswertung über eine biphasische Kurve ergab eine hoch affine Bindungsstelle von KH = 229 nM 

(41,6 %) und eine niedrig affine Bindungsstelle von KL = 116000 nM ( 58,4 %). 
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Tab. 2-1: Ki-Werte von Agonisten und Antagonisten an A2B-Rezeptoren sowie die entsprechenden 

Literaturdaten. 

 

Verbindung 

A2B A2B Ratio 

Ki (nM) 

v.s. 

 [³H]Agonist 

Ki (nM) 

v.s.  

[³H]Antagonist 

Ki ([³H] Antagonist 

/ Ki ([³H] Agonist 

(Agonist Shift) 

Agonisten 

NECA 

 

 

         

           665 (h) (KD)
1 

        322 (h) (KH)
1
 

       2965 (h) (KL)
1 

 

   400 (h)
1,m 

1200-1500 (h) (KD)
1,n 

1000 (b) (IC50)
1,l 

         465 (m) (KD)
1 

 

         532 (r) (KD)
1 

 

1890 (h)
2,a 

1850 (h)
3,b 

  330 (h)
4,e 

  570 (h)
5,f

 

  489 (h)
6,g 

  361 (h)
7,h 

 262 (h)
8,i 

1010 (m)
5,k

 

   642 (m)
2,d 

         1100 (r)
2,c 

 

2,84 

 

 

 

 

 

 

2,17 

1,38 

2,07 

BAY60-6583 

 

 

 

 

 

      31400 (h)
1 

     118 (h) (KH)
1
 

 39000 (h) (KL)
1 

 

      10300 (m)
1
 

      10400 (r)
1 

 

        212 (h)
2,j 

 

 

 330 (m)
5,k 

 134 (m)
2,d 

        100 (r)
2,c 

0,007 

 

 

 

0,013 

0,009 

 

CADO 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   11700 (h)
1
 

14000 (b) (IC50)
1,l 

 

33900 (h)
3,b 

25500 (h)
4,e 

21400 (h)
2,a

 

 

 

 

1,83 
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Antagonisten 

Coffein 

 

                   

  4500000 (h)
1 

      27900 (h) (KH)
1
 

  7700000 (h) (KL)
1
 
 

 

 

33800 (h)
2,a 

 

 

20500 (h)
3,b 

 22500 (m)
2,d 

 

0,008 

 

PSB-603 

 

 

 

104 (h)
1 

    0,448 (h) (KH)
1
 

       363 (h) (KL)
1 

 

 

 0,553 (h)
2,a 

 

 

0,250 (r)
2,c 

  0,355 (m)
2,d 

 

0,005 

 

CGS15943 

                 

       10400 (h)
1 

       229 (h) (KH)
1
 

116000 (h) (KL)
1 

 

30,0 (h)
2,a 

130 (h)
 3,b

 

34,2 (h)
5,f 

7,6 (h)
 6,g 

9,8 (h)
8,i

 

16,4 (h)
7,h

 

14,6 (m)
2,d 

9,07 (m)
5,k

 

0,003 

Fett: eigene Daten, (h) human,  (r) Ratte,  (m) Maus,  (b) Rind 

KH: hoch affine Bindungsstelle, KL: niedrig affine Bindungsstelle 

 

1: vs. [³H]NECA, 2: vs. [³H]PSB-603, 3: vs. [³H]PSB-298, 4: vs. [
125

I]I-ABOPX, 5: vs. [³H]MRS1754,              

6: vs. [³H]OSIP339391, 7: vs. [³H]ZM241385, 8: vs. [³H]MRE2029-F20 

 

a: Borrmann et al., 2009,
45

 b: Bertarelli et al., 2006,
156

 c: Müller et al., noch nicht publiziert, d: Müller et al., 

noch nicht publiziert, e: Linden et al., 1999,
39

 f: Ji et al., 2001,
137

 g: Stewart et al., 2004,
46

 h: Ji et al., 1999,
157

 i: 

Gessi et al., 2005,
153

 j: Schiedel et al., 2011,
158

 k: Auchampach et al., 2009,
159

 l: Casado et al., 1992,
145

 m; 

Herrera et al., 2000,
147

 n: Mirabet et al., 1997.
146

 

 

Für die getesteten Agonisten ergibt sich, sowohl gegen Agonist- als auch gegen Antagonist-

Radioliganden folgende Affinitätsreihe an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren: BAY60-6583 

> NECA > CADO. Auch für Antagonisten entspricht die Affinitätsreihe sowohl bei der 
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Testung gegen Agonist- als auch bei der Testung gegen Antagonist-Radioliganden dem Profil 

des A2B-Rezeptors: PSB-603 > CGS15943 > Coffein. 

 

2.5.3 Zusammenfassung und Diskussion 

Die aus den homologen Kompetitionsexperimenten erhaltenen KD- und Bmax-Werte für 

[³H]NECA an humanen, Maus- und Ratten-Adenosin-A2B-Rezeptoren stimmen gut mit den 

aus den Sättigungsexperimenten erhaltenen Werten überein. Des Weiteren kann das homologe 

Kompetitionsexperiment von [³H]NECA an humanen A2B-Rezeptoren auch durch einen 

biphasischen Algorithmus beschrieben werden (Abb. 2-14). Die daraus resultierenden Werte 

für eine hoch affine Bindungsstelle (KH = 322 nM) spiegeln die bevorzugte Bindung des 

Agonisten NECA an die aktive Rezeptorkonformation wieder (Tab. 2-1). Der Wert für die 

niedrig affine Bindungsstelle (KL= 2965 nM) liegt in dem Konzentrationsbereich des Ki-

Wertes, wenn NECA gegen den Antagonist-Radioliganden [³H]PSB-603 getestet wurde          

(Ki = 1890 nM
45

). Dieser KL-Wert scheint dementsprechend der Bindung an die inaktive 

Rezeptorkonformation zu entsprechen, da es sich bei PSB-603 um einen inversen Agonisten 

handeln könnte, welcher die inaktive Rezeptorkonformation bevorzugt. 

Vergleicht man die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente nach der Auswertung mit einem 

monophasischen Kurvenverlauf, so zeigt sich, dass die bestimmten Affinitäten für NECA an 

humanen, Maus- und Ratten-A2B-Rezeptoren und für CADO an humanen A2B-Rezeptoren ca. 

2-3-fach niedriger sind, wenn sie gegen den Agonist-Radioliganden [³H]NECA anstelle des 

Antagonist-Radioliganden [³H]PSB-603 getestet wurden (Tab. 2-1). Auch damit scheint sich 

zu bestätigen das NECA und PSB-603 zu unterschiedlichen Rezeptorkonformationen 

bevorzugte Affinität aufweisen. Dass Agonisten getestet gegen Antagonist-Radioliganden 

eine deutlich geringere Affinität aufzeigen, konnte auch schon für den Ratten-Adenosin-A2A-

Rezeptor gezeigt werden. So konnten Müller et al. in einer Studie zeigen, dass die Ki-Werte 

für Agonisten, die mit dem Antagonist-Radioligand MSX-2 getestet wurden, 3-7-fach höher 

waren als die Ki-Werte gegen den Agonisten [³H]CGS21680. Im Gegensatz dazu waren die 

Ki-Werte für Antagonisten im gleichen Konzentrationsbereich, unabhängig davon ob ein 

Agonist oder Antagonist-Radioligand verwendet wurde.
139

   

Eine Besonderheit scheint der Agonist BAY60-6583 aufzuweisen. Wenn die Kurve mit einem 

monophasischen Verlauf ausgewertet wurde, ergaben sich sowohl für humane, Maus- und 

Ratten-A2B-Rezeptoren gegen [³H]NECA Ki-Werte, welche ca. 100-fach höher waren, als 

wenn die Substanz gegen einen Antagonisten wie [³H]PSB-603 oder [³H]MRS1754 getestet 

wurde (Tab. 2-1). Vermutlich haben die Agonisten NECA und BAY60-6583 aufgrund ihrer 
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strukturellen Unterschiede unterschiedliche Bindungsstellen am A2B-Rezeptor oder 

bevorzugen unterschiedliche Rezeptorkonformationen. Die Kompetitionskurve von BAY60-

6583 getestet gegen [³H]NECA an humanen A2B-Rezeptoren konnte zusätzlich auch durch 

einen biphasischen Verlauf beschrieben werden mit einer hoch affinen Bindungsstelle           

(KH = 118 nM) und einer niedrig affinen Bindungsstelle (KL = 39000 nM)                               

(Abb. 2-16, Tab. 2-1). Der Wert für die hoch affine Bindungsstelle (KH = 118 nM) liegt im 

Konzentrationsbereich des Ki-Wertes der erhalten wird, wenn BAY60-6583 gegen den 

Antagonisten [³H]PSB-603 getestet wurde (Ki = 212 nM
158

). Vermutlich bindet BAY60-6583 

somit, obwohl es ein Agonist zu sein scheint, bevorzugt an die von [³H]PSB-603 markierte, 

inaktive Rezeptorkonformation. Aufgrund dieser Bindungsunterschiede zu dem Agonisten 

NECA, wurde BAY60-6583 in Kapitel 3 zusätzlich ausführlich in funktionellen Calcium- und 

cAMP-Experimenten an unterschiedlichen A2B-Rezeptor exprimierenden Zelllinien 

untersucht. Vergleicht man die Affinitäten der gegen [³H]NECA getesteten Antagonisten 

PSB-603, Coffein und CGS15943, so zeigt sich ähnlich wie bei BAY60-6583 eine starke 

Rechtsverschiebung der monophasischen Kurven im Vergleich zu einer Testung gegen 

Antagonist-Radioliganden (Tab. 2-1). Auch diese scheinen eine andere Bindungsstelle als 

[³H]NECA am A2B-Rezeptorprotein zu haben oder bevorzugen vermehrt die inaktive 

Rezeptorkonformation. Des Weiteren können auch bei den Antagonisten alle 

Kompetitionskurven besser mit einem biphasischen Modell beschrieben werden, mit einer 

hoch affinen Bindungsstelle (KH) und einer niedrig affinen Bindungsstelle (KL)                      

(Abb. 2-19, Abb. 2-20, Abb. 2-21).  Die Werte für die hoch affine Bindungsstelle (KH) liegen 

bei allen Antagonisten in etwa in dem Konzentrationsbereich der Ki-Werte, wenn die 

Substanzen gegen den Antagonisten [³H]PSB-603 getestet wurden (Tab. 2-1). Anscheinend 

binden alle getesteten Antagonisten somit bevorzugt an die von [³H]PSB-603 markierte, 

inaktive Rezeptorkonformation.  

Es wird deutlich, dass es bei der genauen Ermittlung der Affinitäten wichtig erscheint, 

Agonisten gegen strukturell ähnliche Agonist-Radioliganden mit gleichen 

Bindungseigenschaften und Antagonisten gegen Antagonist-Radioliganden mit gleichen 

Bindungseigenschaften zu testen. Des Weiteren scheinen für unterschiedliche Agonisten auch 

verschiedene Rezeptorkonformationen in Betracht zu kommen, nicht nur eine einzige aktive 

Rezeptorkonformation. So konnten Lebon et al. in einer Studie mit dem Adenosin-A2A-

Rezeptor zeigen, dass der Agonist UK432097 bevorzugt an die aktive Rezeptorkonformation 

bindet, während NECA und Adenosin an eine intermediäre Konformation zwischen aktiver 

und inaktiver Rezeptorkonformation binden.
17
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Charakterisierung des Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien 53 

 

3 Charakterisierung des Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 

an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien 

 

3.1 Einleitung 

 

3.1.1 Pharmakologische Klassifizierung von Agonisten und Antagonisten 

Zur Charakterisierung neuer Liganden wird nicht nur die Affinität in Form der Bestimmung 

des KD- oder Ki-Wertes in Betracht gezogen, sondern zusätzlich stellt sich die Frage nach der 

Wirkung, die ein Ligand in einem bestimmten Zellsystem auslösen kann. Diese Wirkung kann 

durch die Potenz eines Pharmakons und durch seine intrinsische Aktivität charakterisiert 

werden. Die Potenz einer Substanz bezeichnet allgemein die Konzentration, welche die 

halbmaximale Rezeptoraktivierung hervorrufen kann (EC50). Die Bestimmung dieses 

Parameters ist wichtig, da dadurch angezeigt wird, dass der Ligand mit dem entsprechenden 

Rezeptorprotein interagiert und zusätzlich auch funktionell ist. Die intrinsische Aktivität eines 

Liganden ist dabei ein Maß für die Aktivierbarkeit der Rezeptoren bzw. ein Maß für den 

Effekt der dadurch ausgelöst wird, unabhängig von der Ligandkonzentration.
160

  

Der maximal mögliche Effekt kann dabei von vollen Agonisten ausgelöst werden, während 

ein nur teilweise ausgelöster Effekt von partiellen Agonisten hervorgerufen wird. Ein inverser 

Agonist führt zu einem negativen Effekt, indem er z. B. an einen konstitutiv aktiven Rezeptor 

bindet und dessen Aktivität herabsetzen kann. Neutrale Antagonisten binden an den Rezeptor 

und lösen selber keinen eigenen Effekt aus. Die intrinsische Aktivität eines Agonisten ist 

dabei abhängig vom verwendeten Zellsystem und der entsprechenden Rezeptorexpression. 

Bei einer hohen Rezeptorexpression mit einer hohen Rezeptorreserve ist die Aktivierung einer 

kleinen Menge an Rezeptoren ausreichend, um einen vollen Effekt auszulösen, während in 

einem Zellsystem mit geringer Rezeptorexpression und ohne Rezeptorreserve auch die 

Aktivierung einer relativ großen Menge an Rezeptoren fast nicht ausreicht um einen vollen 

Effekt zu erzielen.
160

  

Der Effekt eines partiellen Agonisten wird deshalb erst in einem Zellsystem mit einer relativ 

geringen Rezeptorexpression sichtbar (Abb. 3-1). 
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Abb. 3-1: Intrinsische Aktivität von vollen und partiellen Agonisten in Abhängigkeit von der 

Rezeptorexpression.
160

 

 

Zusätzlich lässt sich die unterschiedliche intrinsische Aktivität von vollen, partiellen und 

inversen Agonisten auch anhand ihrer unterschiedlichen Bindungseigenschaften erklären.  

In einem Zellsystem in Abwesenheit eines Agonisten liegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

normalerweise in einem Gleichgewichtszustand zwischen aktiver und inaktiver 

Rezeptorkonformation vor. Volle Agonisten haben eine bevorzugte Affinität zu der aktiven 

Rezeptorkonformation und verschieben das Gleichgewicht in Richtung derselben, während 

partielle Agonisten keine besonders bevorzugte Affinität zu der aktiven 

Rezeptorkonformation im Vergleich zur inaktiven Rezeptorkonformation besitzen. Inverse 

Agonisten mit negativer intrinsischer Aktivität haben eine bevorzugte Affinität zur inaktiven 

Rezeptorkonformation und verschieben das Gleichgewicht in Richtung derselben. Neutrale 

kompetitive Antagonisten besitzen gleiche Affinität für die aktive wie auch für die inaktive 

Rezeptorkonformation und haben einen indirekte Wirkung, indem sie den Effekt von 

Agonisten und inversen Agonisten hemmen können.
161

  

Dabei wird die Dosis-Wirkungskurve des Agonisten in Gegenwart eines kompetitiven 

Antagonisten („surmountable“), bei der Inkubation von Agonist und Antagonist, nach rechts 

verschoben (Erhöhung des EC50-Wertes), während der maximale Effekt unverändert bleibt.
162

 

Nicht-kompetitive Antagonisten besitzen entweder eine andere Bindungsstelle am Rezeptor 

als Agonisten (allosterische Antagonisten) und können z. B. durch eine 

Konformationsänderung des Rezeptors den Effekt des Agonisten hemmen, oder sie können 

sekundäre Signaltransduktionswege beeinflussen (funktionelle Antagonisten). 
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In beiden Fällen wird die Dosis-Wirkungskurve des Agonisten in Anwesenheit des nicht-

kompetitiven Antagonisten („unsuremountable“) bei der Inkubation von Agonist und 

Antagonist gestaucht, was in einer Abnahme des maximalen Effekts resultiert, während der 

EC50-Wert nahezu gleich bleibt oder auch nach rechts verschoben sein kann.
162

 

 

3.1.2 Allosterische Modulation des Ligandenbindungsverhaltens an Adenosin-

Rezeptoren durch Natrium-Ionen 

Die Bindung eines orthosterischen Liganden an einen Rezeptor kann nicht nur durch 

allosterische Liganden moduliert werden, sondern auch durch die Bindung von kleinen 

allosterischen Modulatoren wie z. B. Natrium-Ionen. Im Allgemeinen verringern Natrium-

Ionen an Adenosinrezeptoren und anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren die Affinität für 

Agonisten indem sie die Rezeptorkonformation in Richtung der inaktiven Konformation 

verschieben. In einer Studie von Klaasse et al. z. B. wurde die Affinität des Adenosin-A1-

Rezeptor- Agonisten CPA in Anwesenheit von 1 M NaCl dreifach verringert, während die 

Affinität des Antagonisten/inversen Agonisten [³H]DPCPX in Anwesenheit von 1 M NaCl 

zunahm.
163

 

Eine wichtige Rolle bei der Modulation durch Natrium-Ionen scheint dabei ein in G-Protein- 

gekoppelten Rezeptoren hoch konservierter Aspartatrest in der Transmembranhelix 2 zu 

spielen, da sich z. B. an der Mutante D79N des α2-adrenergen-Rezeptors die Rezeptor-

Ligand-Interaktionen nicht mehr durch Natrium-Ionen modulieren ließen.
164

 Für den humanen 

Adenosin-A1-Rezeptor konnte die Aminosäure D55 als wichtig für eine Modulation durch 

Natrium-Ionen identifiziert werden, da an der Mutante D55A in Anwesenheit von 

verschiedensten Konzentrationen von Natrium-Ionen keine Veränderung der Affinität des 

Agonisten [³H]CCPA mehr gefunden werden konnte.
165

  

Auch an Adenosin-A2A- und A3-Rezeptoren wurde eine allosterische Modulation durch 

Natriumchlorid beschrieben.
166-168

 In einer Studie von Gao et al. konnte gezeigt werden, dass 

Natrium-Ionen die Dissoziation des Antagonisten [³H]ZM241385 am humanen Adenosin-

A2A-Rezeptor verringern und somit eine Steigerung der Affinität bewirken. Der Bmax-Wert 

blieb davon jedoch unbeeinflusst.
166

 In weiteren Experimenten der gleichen Arbeitsgruppe 

wurden durch Mutagenesestudien die Aminosäuren Glutamin 13 und Histidin 278 als wichtig 

für die Ligandbindung und für die Modulation des Adenosin-A2A-Rezeptors durch Natrium-

Ionen identifiziert.
167

 An A2A-Wildtyprezeptoren konnte in Anwesenheit von Natriumchlorid        

1 M eine Rechtsverschiebung der Agonist-Kurven gegen [³H]ZM241385 gemessen werden, 

während die Rechtsverschiebung an den Rezeptormutanten geringer ausfiel. Auch die 
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Dissoziationsgeschwindigkeit von [³H]ZM21385 in Anwesenheit von Natrium-Ionen war an 

den A2A-Wildtyprezeptoren geringer als an den Rezeptormutanten.
167

 

Weitere wichtige Aminosäuren die an der allosterischen Modulation durch Natrium-Ionen an 

dem Adenosin-A3-Rezeptor beteiligt sind, konnten ebenfalls von Gao et al. identifiziert 

werden.
168

 So konnte am Wildtyp-Adenosin-A3-Rezeptor eine 80 % ige Inhibition der 

Agonist-Bindung in Anwesenheit von 100 mM Natriumchlorid beobachtet werden, während 

dieser Effekt an den Rezeptormutanten D58N, D107N und F182A nicht zu verzeichnen war. 

Im Gegensatz dazu konnte an den Rezeptormutanten N30A und N274A in Anwesenheit von 

Natrium-Ionen sogar eine gesteigerte Agonist-Bindung induziert werden. Zusätzlich        

führte Natriumchlorid an Wildtyp-A3-Rezeptoren zu einer verringerten 

Dissoziationsgeschwindigkeit des Antagonist-Radioliganden [³H]PSB-11, wohingegen dieser 

Effekt an der Rezeptormutante D58N nicht vorhanden war.
168

 

Im Falle des humanen Adenosin-A2B-Rezeptors bewirkte die Anwesenheit von 100 mM 

Natriumchlorid einen dreifachen Anstieg der Rezeptorbindungsstellen für den Radioliganden 

[³H]PSB-298.
156

 Des Weiteren konnte eine signifikante Rechtsverschiebung der Agonist-

Kurve (NECA) gegen den Radioliganden [³H]PSB-298 in Anwesenheit von 100 mM 

Natriumchlorid beobachtet werden, während bei einem homologen Kompetitionsexperiment 

die Kurve des Antagonisten PSB-298 eine Linksverschiebung aufwies. Sehr wahrscheinlich 

scheint PSB-298 somit ein inverser Agonist an humanen A2B-Rezeptoren zu sein.
156

 

 

3.1.3 Adenosin-A2B-Rezeptor vermittelte intrazelluläre cAMP-Akkumulation 

Bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren erfolgt allgemein durch die Bindung eines 

entsprechenden Agonisten an das Rezeptorprotein eine Konformationsänderung und dadurch 

eine Interaktion mit einem heterotrimeren G-Protein. Dieses besteht aus einer Gα-Untereinheit 

und aus einem Gβγ-Dimer. Bedingt durch die Aktivierung wird an der Gα-Untereinheit GDP 

gegen GTP ausgetauscht, wodurch der G-Protein-Komplex zerfällt. Beide Untereinheiten Gα 

und Gβγ können anschließend nachfolgende Effektorproteine regulieren. Zur G-Protein- 

Inaktivierung wird das GTP der Gα-Untereinheit durch die intrinsische GTPase-Aktivität 

hydrolysiert, wodurch die Untereinheiten Gα und Gβγ reassoziieren und erneut an den 

Rezeptor binden können.
169

  

Es sind vier Hauptklassen von Gα-Proteinen identifiziert worden, welche nachfolgende 

Effektorproteine regulieren können. Gαq-Proteine modulieren das Enzym Phospholipase Cβ 

(s. Kapitel 3.1.5), Gα12/13-Proteine sind in Rho-vermittelte Signaltransduktionswege 

involviert, und Gαi/0- und Gαs-Proteine führen zu einer Abnahme bzw. Zunahme von 
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intrazellulären cAMP-Spiegeln.
170

 Im Falle von Gαs-Proteinen erfolgt zunächst eine direkte 

Aktivierung der Adenylatcyclase, welche Adenosintriphosphat (ATP) zu cAMP und 

Pyrophosphat spaltet. Das gebildete cAMP bindet anschließend an eine Proteinkinase A, 

welche dann durch Phosphorylierungen bestimmte Zielenzyme und Transkriptionsfaktoren 

regulieren kann. Ein Abbau von intrazellulärem cAMP erfolgt durch Phosphodiesterasen 

(PDE), welche cAMP zu AMP abbauen.
170

 

Es ist generell akzeptiert, dass Adenosin-A2B-Rezeptoren in einer Vielzahl von Zelllinien Gαs-

Protein-gekoppelt vorliegen.
39, 171-178

 In HEK-293-Zellen, konnte von Cooper et al. ein 

endogener A2B-Rezeptor identifiziert werden, da in cAMP-Experimenten für den A2B-

Rezeptor typische Affinitätsreihen für Agonisten und Antagonisten aufgestellt werden 

konnten. Der A2A-Rezeptor-selektive Agonist CGS21680 konnte unterhalb von 30 µM keine 

cAMP-Akkumulation in nativen HEK-293-Zellen hervorrufen.
171

   

In Jurkat-T-Zellen konnte von Fredholm et al. ein cAMP-Signal durch NECA und Adenosin 

hervorgerufen werden, welches durch den Antagonisten 8-p-Sulfophenyl-theophyllin 

aufgehoben werden konnte und somit auf A2-Rezeptoren in Jurkat-T-Zellen schließen lässt.
179

 

Weitere Untersuchungen an dieser Zelllinie wurden unter anderem von Van der Ploeg et al. 

durchgeführt, welche mit Hilfe einer mRNA-Isolierung und funktionellen cAMP-

Experimenten zeigen konnten, dass sowohl A2A- als auch A2B-Rezeptoren in Jurkat-T-Zellen 

exprimiert werden.
176

 

 

3.1.4 Prinzip von cAMP-Akkumulationsexperimenten 

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten cAMP-Experimenten handelt es sich vom 

theoretischen Prinzip um ein Kompetitionsexperiment (s. 2.1.1). Bei diesem Assaysystem 

konkurriert der verwendete [³H]cAMP-Radioligand mit dem durch die Aktivierung der 

Rezeptoren gebildeten cAMP um die Bindungsstelle an einem spezifischen cAMP-

Bindeprotein (Proteinkinase A). Mit steigender gebildeter cAMP-Menge sinkt somit die 

spezifische Bindung des Radioliganden an die Bindungsstelle. Um die cAMP-Menge, die 

durch Stimulierung mit einem spezifischen Agonisten von den Zellen produziert wurde, zu 

bestimmen, wird zusätzlich eine Standardgerade mit bekannten cAMP-Konzentrationen 

aufgenommen. Aus dieser kann anschließend der cAMP-Gehalt der unbekannten Proben 

berechnet werden. Des Weiteren kann auch der KB-Wert eines Antagonisten bestimmt 

werden. Dieser ist ähnlich wie die Dissoziationskonstante KD ein Maß für die Affinität der 

Verbindung an dem entsprechenden Rezeptorprotein.
133

 Dafür wird die Dosis-Wirkungskurve 

des Agonisten in An- und Abwesenheit einer geeigneten Konzentration des Antagonisten 
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aufgenommen. Aus dem „Shift“ („Dose Ratio“) und der eingesetzten Antagonist-

Konzentration kann dann der KB-Wert berechnet werden.
133

 

 

                   

                    
            

 

Gl. 3-1: Berechnung der “Dose Ratio”.
133

 

 

 

            

  
              

Gl. 3-2: Berechnung des KB-Wertes.
133

 

 

3.1.5 Adenosin-A2B-Rezeptor vermittelte intrazelluläre Calcium-Freisetzung 

Allgemein wird durch die Aktivierung von Gαq-Proteinen eine Aktivierung der Phospholipase 

Cβ herbeigeführt, welche durch Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die 

beiden Second-Messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) 

generiert. IP3 kann anschließend am endoplasmatische Retikulum (ER) IP3-Rezeptoren 

aktivieren, wodurch es zu einer intrazellulären Calcium-Freisetzung kommt. Diese 

Aktivierung wird je nach schon vorhandenen intrazellulären Calcium-Spiegeln positiv oder 

negativ reguliert.
180

 Der zweite Second-Messenger DAG führt zu einer Aktivierung der 

Proteinkinase C (PKC) welche als Serin-/Threonin-Kinase viele weitere Effektorproteine 

phosphorylieren kann.
181

 

Dieser Signaltransduktionsweg ist für den A2B-Rezeptor in verschiedenen Zelllinien wie 

HEK-293, HMC-1 und auch in einigen Krebszelllinien beschrieben worden.
39, 182-185

  

Für den A2B-Rezeptor auf der humanen Leukämie T-Zelllinie Jurkat-T wurde zusätzlich eine 

intrazelluläre Calcium-Mobilisierung unabhängig von einem IP3-Mechanismus  

beschrieben.
146

 Auch in humanen Erythroleukämie-Zellen konnten Feokstistov et al. eine 

Calcium-Ausschüttung durch Stimulierung des A2B-Rezeptors unabhängig von einer 

Aktivierung der Phospholipase C nachweisen. Wahrscheinlich wird in diesen Zellen durch 

einen Cholera-Toxin-sensitiven Mechanismus, welcher einen initialen Anstieg von 

intrazellulärem Calcium benötigt, ein Calcium-Kanal aktiviert.
186
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3.1.6 Prinzip der fluorimetrischen Calcium-Experimente 

Bei der Messung von intrazellulären Calcium-Spiegeln werden die zu untersuchenden Zellen 

zunächst mit einem membrangängigen Farbstoff (Oregon Green BAPTA1/AM) inkubiert. 

Dieser kann in der Form eines lipophilen Esters die Zellmembran passieren und wird 

anschließend im Cytosol durch Esterasen hydrolysiert. Da der Farbstoff unter physiologischen 

Bedingungen nun geladen vorliegt (deprotonierte freie Säure) kann er die Zelle nicht mehr 

verlassen. Nach Zugabe des spezifischen Agonisten, erfolgt durch die Rezeptoraktivierung 

eine Ca
2+

-Ionen Freisetzung aus dem ER, welche mit dem Farbstoff einen Chelatkomplex 

bilden können. Dadurch ändert sich das Fluoreszenzverhalten des Farbstoffes 

konzentrationsabhängig, was in einem Fluoreszenzmessgerät detektiert werden kann.
187

 

 

3.1.7 Pharmakologische Experimente mit dem A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 

Der nicht vom Adenosin strukturell abgeleitete selektive und potente A2B-Rezeptor-Agonist 

BAY60-6583 (s. Abb. 2-4)  befindet sich zurzeit in der präklinischen Testung gegen 

Arteriosklerose.
56

 Allerdings konnte kürzlich eine relativ gute Affinität von BAY60-6583 an 

rekombinanten Maus-A1-Rezeptoren aufgezeigt werden (Ki-Wert 232 nM, Radioligand  

[
125

I]I-AB-MECA), wohingegen jedoch keine Hemmung des durch Forskolin induzierten 

cAMP-Signals gemessen werden konnte.
188

  Auch eine antagonistische Wirkung von BAY60-

6583 an Maus-A1-Rezeptoren erscheint unwahrscheinlich, da eine Konzentration von bis zu 1 

µM keine Verschiebung der Agonist-Dosis-Wirkungskurve (CCPA) bewirkte. Eine 

eindeutige Erklärung für die Diskrepanz zwischen Bindungsaffinität und funktioneller Potenz 

kann bislang nicht geliefert werden.
188

  

Weitere Studien mit BAY60-6583 wurden hauptsächlich in Bezug auf kardiovaskuläre 

Erkrankungen durchgeführt. So scheint die Verbindung durch die Aktivierung des A2B-

Rezeptors kardioprotektive Effekte hervorzurufen, da an Wildtyp-Mäusen eine signifikante 

Verringerung des Infarktausmaßes gemessen werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte 

dieser Effekt an A2B-Rezeptor „knock-out“-Mäusen nicht beobachtet werden.
41

 Zusätzlich 

konnte auch an Kaninchen-Herzen eine kardioprotektive Wirkung von BAY60-6583 

festgestellt werden.
189

 Des Weiteren scheint es zusätzlich Hinweise zu geben, dass sowohl 

A2A- als auch A2B-Rezeptoren an den kardioprotektiven Effekten beteiligt sind.
190-191

  

So konnte der unselektive Agonist NECA das Infarktausmaß an Ratten-Herzen deutlich 

reduzieren und dieser Effekt ließ sich sowohl durch den selektiven A2A-Rezeptor- 

Antagonisten SCH58261 als auch durch den A2B-Rezeptor-Antagonisten MRS1706 aufheben. 

Auch konnte BAY60-6583 das Infarktrisiko reduzieren, jedoch nicht der selektive              



60  Charakterisierung des Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien 

 

A2A-Agonist CGS21680. Interessanterweise konnte aber durch eine Kombination der beiden 

Agonisten BAY60-6583 und CGS21680 zusätzlich eine deutliche Reduzierung des 

Infarktausmaßes beobachtet werden, was den Schluss nahe legt, dass beide Adenosin- 

Rezeptor-Subtypen an diesen Effekten beteiligt sind.
191

 Weitere Krankheitsbilder die im 

Zusammenhang mit Adenosin-A2B-Rezeptoren stehen, sind Asthma und andere entzündliche 

Erkrankungen wie z. B. Kolitis. So konnte BAY60-6583 in Wildtyp-Mäusen protektiv gegen 

entzündliche Darmerkrankungen wirken, wohingegen dieser Effekt in A2B-Rezeptor      

„knock-out“-Mäusen nicht zu beobachten war.
192

  

In weiteren Studien an Wildtyp-Mäusen, konnte mit dem A2B-Rezeptor-Antagonisten PSB-

1115 eine gesteigerte Lungenentzündung, Ödembildung und ein abgeschwächter 

Gasaustausch verzeichnet werden, wohingegen eine Behandlung mit BAY60-6583 diese 

Symptome mildern konnte.
70

 Eine ähnlich positive Wirkung auf eine durch Endotoxin 

hervorgerufene Lungenentzündung konnte von BAY60-6583 in Wildtyp-Mäusen beobachtet 

werden aber nicht an A2B-Rezeptor „knock-out“-Mäusen.
193

 

Da es in Kapitel 2.5.2 Hinweise auf die Bindung an eine im Vergleich zu dem unselektiven 

Agonisten NECA unterschiedliche bevorzugte Rezeptorkonformation von BAY60-6583 am 

A2B-Rezeptor gibt, war das Ziel dieses Teilprojektes die detaillierte funktionelle 

Charakterisierung dieser Verbindung an verschiedenen A2B-Rezeptor exprimierenden 

Zelllinien. Des Weiteren wurden modifizierte Bindungsstudien wie Natrium-Shift-

Experimente durchgeführt. Da BAY60-6583 bis heute in vielen Tierversuchen Verwendung 

fand und weiterhin findet, ist eine genauere Untersuchung unerlässlich. 

 

3.2 Natrium-Shift-Experimente an humanen Adenosin-A2B-Rezeptoren 

Wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben, können Natrium-Ionen Adenosinrezeptoren allosterisch 

modulieren, indem sie allgemein das Gleichgewicht zugunsten der inaktiven 

Rezeptorkonformation verschieben. So konnte von Bertarelli et al. an humanen A2B-

Rezeptoren gezeigt werden,  dass der Agonist NECA unter Zusatz von 100 mM NaCl eine 

signifikante Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve aufwies, während die 

Kompetitionskurve des inversen Agonisten PSB-298 eine signifikante Linksverschiebung 

zeigte.
156

 

Für die nachfolgenden Experimente wurde in kompetitiven Radioligand-Rezeptor-

Bindungsstudien mit dem neuen Radioliganden [³H]PSB-603, die Affinität der 

entsprechenden Liganden in An- und Abwesenheit von 100 mM Natriumchlorid bestimmt. 
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Abb. 3-2: Kompetitionsexperimente von NECA, BAY60-6583 und PSB-603 gegen 0,3 nM [³H]PSB-603 an 

CHO-hA2B-Membranpräparationen in An- und Abwesenheit von 100 mM Natriumchlorid (n=3-4, ± SEM). Aus 

den drei bis vier unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert in der Abwesenheit von Natriumchlorid ein 

IC50-Wert von 0,439 nM  ± 0,044 nM für PSB-603, ein IC50-Wert von 343 nM ± 176 nM für BAY60-6583 und 

ein IC50-Wert von 1720 nM ± 559 nM für NECA bestimmt. In der Anwesenheit von 100 mM NaCl wurde für 

PSB-603 ein IC50-Wert von 0,359 nM ± 0,050 nM, für BAY60-6583 ein IC50-Wert von 559 nM ± 350 nM  und 

für NECA ein IC50-Wert von 13900 nM ±  3430 nM bestimmt. 
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Abb. 3-3: Vergleich der pIC50-Werte von NECA, BAY60-6583 und PSB-603 gegen 0,3 nM [³H]PSB-603 an 

CHO-hA2B-Membranpräparationen in An- und Abwesenheit von 100 mM Natriumchlorid (n=3-4, ± SEM,              
**

p < 0,01). 

 



62  Charakterisierung des Adenosin-A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 an verschiedenen A2B-Rezeptor-exprimierenden Zelllinien 

 

In Anwesenheit von 100 mM Natriumchlorid wird die Kurve des Agonisten NECA 

signifikant (n=3, **p < 0,01, ungepaarter t-Test) nach recht verschoben, während die 

Kompetitionskurven von BAY60-6583 und PSB-603 keine signifikante Verschiebung 

aufzeigen (n=4, Abb. 3-2, Abb. 3-3). 

 

3.2.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Wie  schon von Bertarelli et al. für die Testung des Agonisten NECA gegen [³H]PSB-298 an 

humanen A2B-Rezeptoren gezeigt, erfährt der Agonist NECA auch gegen den in dieser Arbeit 

verwendeten Radioliganden [³H]PSB-603 in Anwesenheit von 100 mM Natriumchlorid eine 

signifikante Rechtsverschiebung (Abb. 3-3). Dieses Ergebnis würde wie schon in Kapitel 

2.5.3 vermutet, für eine bevorzugte Affinität des Agonisten NECA an die aktive 

Rezeptorkonformation sprechen. 

Die beiden Verbindungen BAY60-6583 und PSB-603 weisen keine signifikante 

Verschiebung der Kompetitionskurven in Anwesenheit von Natriumchlorid auf (Abb. 3-3), 

wodurch sie theoretisch wie neutrale Antagonisten gleiche Affinität zur aktiven und inaktiven 

Rezeptorkonformation aufzeigen. Lediglich eine leichte jedoch nicht signifikante 

Linksverschiebung kann für PSB-603 in Anwesenheit von 100 mM Natriumchlorid 

beobachtet werden, was Hinweise auf eine bevorzugte Affinität zur inaktiven 

Rezeptorkonformation und somit auf einen möglichen inversen Agonismus geben könnte.  

Es lässt sich somit auch mit diesen Experimenten wie in Kapitel 2.5.3 diskutiert 

schlussfolgern, dass BAY60-6583 und PSB-603 eine ähnliche Rezeptorkonformation des 

A2B-Rezeptors bevorzugen, während NECA eine andere Rezeptorkonformation zu 

bevorzugen scheint. 

 

3.3 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation in HEK-293- und in 

rekombinanten HEK-hA2B-Zellen 

Wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, liegt der Adenosin-A2B-Rezeptor in einer Vielzahl von 

Zelllinien Gαs-Protein-gekoppelt vor. An nativen HEK-293-Zellen konnte in den folgenden 

Experimenten durch den unselektiven Agonisten NECA (5 µM) ein cAMP-Signal induziert 

werden, wohingegen der selektive A2A-Rezeptor Agonist CGS21680 sowohl in einer 

Konzentration von 1 µM als auch von 10 µM nur ein geringfügiges cAMP-Signal hervorrufen 

konnte. Weiterhin konnte der potente A2B-Rezeptor-Antagonist PSB-603 in selektiven 

Konzentrationen das durch NECA (5 µM) induzierte cAMP-Signal signifikant hemmen, 

während der potente A2A-Rezeptor-Antagonist MSX-2 in selektiven Konzentrationen keine 
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signifikante Abschwächung des durch 5 µM NECA, 10 µM Adenosin oder 10 µM            

BAY60-6583 induzierten cAMP-Signals aufweisen konnte (Abb. 3-4). 
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Abb. 3-4: Induzierte cAMP-Signale an nativen HEK-293-Zellen durch NECA, CGS21680, BAY60-6583 und 

Adenosin in der An- und Abwesenheit von 0,2 µM MSX-2 sowie die Hemmung des durch NECA (5 µM) 

induzierten cAMP-Signals durch PSB-603. Die Daten wurden auf 5 µM NECA (100 %) und Puffer (0 %) 

normalisiert (n=2-3, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Da das durch BAY60-6583 induzierte cAMP-Signal (10 µM) an nativen HEK-293-Zellen im 

Vergleich zu NECA (5 µM) und Adenosin (10 µM) auffällig gering ausfiel (Abb. 3-4), 

wurden Experimente zum Vergleich der intrinsischen Aktivität der Agonisten durchgeführt. 
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Abb. 3-5: Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA (100 µM, 88 ± 8 %), BAY60-6583 (30 

µM, 4 ± 2 %)  und Adenosin (300 µM, 56 ± 4 %), an nativen HEK-293-Zellen. Die Daten wurden auf 300 µM 

NECA (100 %) und Puffer (0 %) normalisiert (n=3, ± SEM, 
**

p < 0,01 
***

p < 0,001). 

 

Vergleicht man die intrinsischen Aktivitäten der untersuchten Agonisten an nativen             

HEK-293-Zellen so wird deutlich, dass NECA maximale intrinsische Aktivität aufweisen 

kann. Adenosin zeigt als endogener Agonist in diesen Versuchen eine signifikant geringere 

intrinsische Aktivität als NECA, während BAY60-6583 auch in hohen Konzentrationen bis zu 

100 µM nur einen marginalen Effekt hervorrufen kann (Abb. 3-5). Da der sichtbare Effekt 

eines partiellen Agonisten abhängig von der Rezeptorexpression bzw. Rezeptorreserve sein 

kann, wurden zusätzlich mit dem A2B-Rezeptor transfizierte HEK-293-Zellen in                 

cAMP-Experimenten untersucht, da diese erwartungsgemäß eine höhere Rezeptorexpression 

und Rezeptorreserve als native HEK-293-Zellen haben sollten. Die Bestimmung des             

Bmax-Wertes von nativen HEK-293-Zellen war nicht möglich, da der A2B-Rezeptor-

Antagonist-Radioligand [³H]PSB-603 eine zu geringe spezifische Bindung an nativen           

HEK-293-Membranen aufwies und somit konnte in ersten Vorversuchen keine homologe 

Kompetitionskurve aufgenommen werden. 
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Abb. 3-6: Aus den vier unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein EC50-Wert von 2510 nM ± 593 

nM für Adenosin, ein EC50-Wert von 505 nM ± 231 nM für BAY60-6583 und ein EC50-Wert von 200 nM ± 52 

nM für NECA bestimmt. Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA (10 µM, 88 ± 10 %), 

BAY60-6583 (10 µM, 41 ± 6 %) und Adenosin (100 µM, 92 ± 11 %) an rekombinanten HEK-hA2B-Zellen. Die 

Daten wurden auf 300 µM Adenosin (100 %) und Puffer (0 %) normalisiert (n=4, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Vergleicht man die intrinsischen Aktivitäten der untersuchten Agonisten an rekombinanten 

HEK-hA2B-Zellen so wird deutlich, dass NECA und der endogene Agonist Adenosin 

maximale intrinsische Aktivität aufweisen, während BAY60-6583 einen signifikant 

geringeren Effekt aufzeigt (Abb. 3-6). Im Gegensatz dazu zeigten NECA (200 ± 52 nM) und 

BAY60-6583 (505 ± 231 nM) ähnliche EC50-Werte, während der EC50-Wert                         

(2510 ± 593 nM) für Adenosin signifikant höher war. 

 

3.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Wie zuvor in der Literatur beschrieben, konnte bestätigt werden (Abb. 3-4), dass in HEK-293- 

Zellen hauptsächlich der Adenosin-A2B-Rezeptor Gαs-Protein gekoppelt vorliegt, während der 

Einfluss des Adenosin-A2A-Rezeptors vernachlässigbar zu sein scheint.
171, 194

  

So konnten Cooper et al. unter anderem zeigen, dass der selektive und potente A2A-Rezeptor 

Agonist CGS21680 unterhalb von 30 µM keine cAMP-Akkumulation in nativen HEK-293-

Zellen hervorrufen kann.
171

 Vergleicht man dann die auf die Stimulation des A2B-Rezeptors 

zurückzuführenden intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA, BAY60-6583 und 

Adenosin an nativen HEK-293-Zellen so wird deutlich, dass NECA maximale intrinsische 

Aktivität aufzeigt. Adenosin und insbesondere BAY60-6583 zeigen im Vergleich dazu auch 

in hohen Konzentrationen nur eine partielle Aktivierung (Abb. 3-5).  
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In rekombinanten HEK-hA2B-Zellen war dieser Effekt nicht ganz so deutlich ausgeprägt. In 

dieser Zelllinie zeigten NECA und Adenosin vergleichbare intrinsische Aktivitäten und 

BAY60-6583 im Vergleich dazu eine signifikant geringere intrinsische Aktivität, die jedoch 

insgesamt höher ausfiel als in nativen HEK-293-Zellen (Abb. 3-6). Die ermittelten Potenzen 

der Agonisten an HEK-hA2B-Zellen zeigten folgende Reihenfolge: NECA ≥ BAY60-6583 > 

Adenosin (Abb. 3-6). Obwohl von BAY60-6583 eine niedrigere Dosis im Vergleich zu 

Adenosin notwendig ist, um 50 % der Rezeptoren zu aktivieren, ist es nicht dazu in der Lage 

einen maximalen Effekt auszulösen. Die partial agonistische Wirkung von BAY60-6583 

scheint somit in einer Zelllinie mit einer niedrigeren Rezeptorexpression wie den nativen 

HEK-293-Zellen insgesamt deutlicher zu werden, als in einer Zelllinie mit einer höheren 

Rezeptorexpression und hoher Rezeptorreserve (HEK-hA2B). Ein Vergleich der Bmax-Werte 

von nativen HEK-293- und HEK-hA2B-Zellen konnte nicht erfolgen, da in ersten 

Vorversuchen keine ausreichende spezifische Bindung des A2B-Rezeptor-Antagonisten 

[³H]PSB-603 an nativen HEK-293-Membranen gemessen werden konnte.   

Da Agonisten gegenüber verschiedenen Signaltransduktionswegen eine funktionelle 

Selektivität aufweisen können („biased-signalling“),
5
 wurde BAY60-6583 auch in Bezug auf 

eine mögliche Calcium-Freisetzung in HEK-293- und rekombinanten HEK-hA2B-Zellen 

untersucht. 

 

3.4 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in HEK-293- und in 

rekombinanten HEK-hA2B-Zellen 

In HEK-293-Zellen konnten die unselektiven Agonisten NECA (5 µM) und Adenosin          

(10 µM) ein Calcium-Signal induzieren, wohingegen auch bei diesem Signaltransduktionsweg 

der selektive und potente A2A-Rezeptor-Agonist CGS21680 (10 µM, 1 µM) nur einen 

marginalen Effekt auslösen konnte. Auch die potenten Adenosin-A3- und A1-Rezeptor-

Agonisten Cl-IB-MECA (0,2 µM) und CCPA (0,2 µM) zeigten keinen Effekt. Weiterhin 

konnte das durch 5 µM NECA induzierte Calcium-Signal nahezu vollständig durch den 

potenten A2B-Rezeptor-Antagonisten PSB-603 in selektiven Konzentrationen signifikant 

gehemmt werden,  jedoch konnte keine signifikante Hemmung durch den potenten A2A-

Antagonisten MSX-2 (0,2 µM), den A1-Antagonisten PSB-36 (0,01 µM) und den A3-

Rezeptor Antagonisten PSB-10 (0,2 µM) beobachtet werden (Abb. 3-7). 
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Abb. 3-7: Induzierte Calcium-Signale an nativen HEK-293-Zellen durch Adenosin, NECA, CGS21680, CL-IB-

MECA und CCPA. Das durch NECA (5 µM) induzierte Calcium-Signal konnte signifikant durch den 

Antagonisten PSB-603 gehemmt werden, jedoch nicht durch die Antagonisten MSX-2, PSB-10 und PSB-36. Die 

Daten wurden auf 10 µM Adenosin (100 %) und Puffer + 0,2 µM MSX-2 (0 %) normalisiert (n=3, ± SEM,            

**
p < 0,01). 

 

Da in HEK-293-Zellen das induzierte Calcium-Signal auch nur auf die Aktivierung des             

A2B-Rezeptors zurückzuführen ist, ist auch hier ein Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der 

unselektiven Adenosin-Rezeptor-Agonisten NECA und Adenosin mit dem selektiven             

A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 möglich. 
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Abb. 3-8: Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA (100 µM, 94 ± 7 %), BAY60-6583 (30 

µM, 13 ± 10 %) und Adenosin (300 µM, 96 ± 13 %) an nativen HEK-293-Zellen. Die Daten wurden auf 300 µM 

NECA (100 %) und Puffer (0 %) normalisiert (n=4, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Vergleicht man die intrinsischen Aktivitäten der untersuchten Agonisten an nativen HEK-

293-Zellen, so wird deutlich, dass NECA und Adenosin maximale intrinsische Aktivität 

aufweisen, während BAY60-6583 auch in hohen Konzentrationen bis zu 100 µM einen 

signifikant geringeren Effekt bewirkt (Abb. 3-8). 

 

Auch in rekombinanten HEK-hA2B-Zellen konnte diese Tendenz beobachtet werden, wenn 

auch in dieser Zelllinie eine insgesamt höhere intrinsische Aktivität (30 µM BAY60-6583 ca. 

55 % intrinsische Aktivität) von BAY60-6583 gemessen werden konnte (Abb. 3-9). 
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Abb. 3-9: Aus den vier unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein EC50-Wert von 990 nM ± 231 nM 

für Adenosin, ein EC50-Wert von 579 nM ± 262 nM für BAY60-6583 und ein EC50-Wert von 438 nM ± 177 nM 

für NECA bestimmt. Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA (10 µM, 87 ± 10 %), BAY60-

6583 (30 µM, 50 ± 6 %) und Adenosin (100 µM, 99 ± 3 %) an rekombinanten HEK-hA2B-Zellen. Die Daten 

wurden auf 300 µM Adenosin (100 %) und Puffer (0 %) normalisiert (n = 4, ± SEM, 
**

p < 0,01 
***

p < 0,001). 

 

Die ermittelten Potenzen der Agonisten an HEK-hA2B-Zellen zeigten folgende Reihenfolge: 

NECA (438 ± 177 nM) = BAY60-6583 (579 ± 262 nM)  > Adenosin (990 ± 231 nM). 

 

3.4.1 Zusammenfassung und Diskussion  

Wie schon in der Literatur beschrieben, wird mit den Experimenten deutlich, dass nur der 

Adenosin-A2B-Rezeptor in eine Calcium-Mobilisierung in HEK-293-Zellen involviert ist, 

während die anderen Adenosinrezeptorsubtyen nicht beteiligt sind (Abb. 3-7). So konnten 

Gao et al. zeigen, dass 1 µM NECA ein Calcium-Signal in HEK-293-Zellen induziert, 

welches durch Enprofyllin (A2B-selektiver-Antagonist) und Theophyllin (unselektiver 

Adenosin-Rezeptor-Antagonist) blockiert werden konnte, jedoch nicht durch WRC0571         

(A1-selektiver-Antagonist). Auch konnten die Agonisten CPA (A1) 1 µM, IB-MECA 1 µM 

(A3) oder CGS21680 1 µM (A2A) kein Calcium-Signal in HEK-293-Zellen induzieren.
194

 

Dadurch war es möglich, die intrinsischen Aktivitäten der unselektiven Adenosin-Rezeptor-

Agonisten NECA und Adenosin mit der des selektiven A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 

in HEK-293-Zellen zu vergleichen. In Experimenten an nativen HEK-293-Zellen wird 

deutlich, dass NECA und der endogene Agonist Adenosin in Calcium-Experimenten 

maximale intrinsische Aktivitäten aufweisen, während BAY60-6583 (30 µM BAY60-6583 

ca. 13 % intrinsische Aktivität) auch in relativ hohen Konzentrationen bis zu 100 µM nur 

einen geringen Effekt hervorrufen kann (Abb. 3-8). Diese Tendenz war auch an 
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rekombinanten HEK-hA2B-Zellen zu verzeichnen, wo aber die intrinsische Aktivität von 

BAY60-6583 aufgrund der höheren Rezeptorexpression und Rezeptorreserve insgesamt 

gesteigert war (30 µM BAY60-6583 ca. 55 % intrinsische Aktivität) (Abb. 3-9). Die für die 

Agonisten ermittelten Potenzen in Calcium-Experimenten liegen in der gleichen 

Größenordnung wie die in cAMP-Experimenten ermittelten: NECA (438 ± 177 nM) = 

BAY60-6583 (579 ± 262 nM)  > Adenosin (990 ± 231 nM) (Abb. 3-9). Auch hier zeigt 

BAY60-6583 eine relativ gute Potenz bei jedoch geringer intrinsischer Aktivität. Auch bei 

diesem Signaltransduktionsweg scheint sich somit zu bestätigen, dass BAY60-6583, im 

Vergleich zu dem endogenen Agonisten Adenosin und dem Agonisten NECA, als partieller 

Agonist wirksam ist. 

 

3.5 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation und Calcium-Freisetzung in 

Jurkat-T- und Messung der Calcium-Freisetzung in CHO-hA2B-Zellen 

 

3.5.1 Messung der intrazellulären cAMP-Akkumulation in Jurkat-T-Zellen 

Um die gemessenen Effekte von BAY-606583 in einem weiteren, unterschiedlichem 

Zellsystem zu bestätigen, wurden zur nachfolgenden Untersuchung Jurkat-T-Zellen 

herangezogen. Diese besitzen eine relativ hohe A2B-Rezeptor Expression, während die 

Expressionslevels der anderen Adenosinrezeptorsubtypen zu vernachlässigen sind.
146

 In 

Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass NECA (10 µM) ein cAMP-Signal in Jurkat-T- 

Zellen induzieren kann, wohingegen der selektive A2A-Rezeptor-Agonist CGS21680 (10 µM) 

nur einen geringen Effekt hervorrief. Weiterhin konnte der potente A2B-Rezeptor-Antagonist 

PSB-603 in selektiven Konzentrationen das durch NECA induzierte cAMP-Signal nahezu 

vollständig hemmen (Abb. 3-10). 
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Abb. 3-10: Durch Forskolin, NECA, BAY60-6583 und CGS21680 induziertes cAMP-Signal in Jurkat-T- 

Zellen. Die Daten wurden auf 10 µM Forskolin (100 %) und Puffer (0 %) normalisiert (n=2, ± SEM,               

***p < 0,001). 

 

BAY60-6583 zeigte in einer Konzentration von 10 µM nur einen geringen Effekt (Abb. 3-10). 

Als 100 % Wert wurde in diesen Versuchen der Naturstoff Forskolin verwendet, welcher 

unabhängig von einer Rezeptoraktivierung direkt die Adenylatcyclase stimuliert und so zu 

einem maximalen cAMP-Signal führen kann.
195

 Es konnte somit bestätigt werden, dass das 

durch den unselektiven Agonisten NECA induzierte cAMP-Signal in Jurkat-T-Zellen nur 

durch eine Aktivierung des A2B-Rezeptors zustande kommt, wohingegen der Einfluss des 

A2A-Rezeptors vernachlässigbar ist. Da für partielle Agonisten weiterhin bekannt ist, dass sie 

in Gegenwart eines Vollagonisten als Antagonist wirken können, wurden weiterführende 

Experimente an Jurkat-T-Zellen durchgeführt. Dafür wurden die Zellen mit 10 µM NECA 

bzw. 250 µM Adenosin in Anwesenheit steigender Konzentrationen an BAY60-6583 

inkubiert.  
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Abb. 3-11: Sigmoidale Dosis-Wirkungskurve von BAY60-6583 in Anwesenheit von 10 µM NECA oder              

250 µM Adenosin in cAMP-Assays an Jurkat-T-Zellen. Die Daten wurden relativ zu 10 µM NECA bzw. 250 

µM Adenosin normalisiert (n=3-4, ± SEM). Aus den drei bis vier unabhängigen Experimenten wurde als 

Mittelwert ein IC50-Wert von 7500 nM ± 1400 nM für BAY60-6583 gegen NECA 10 µM und ein IC50-Wert von 

25100 nM ± 5600 nM für BAY60-6583 gegen 250 µM Adenosin bestimmt. 
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Es konnte gezeigt werden, dass BAY60-6583, dass durch 10 µM NECA induzierte cAMP-

Signal mit einem IC50-Wert von 7500 ± 1400 nM und das durch 250 µM Adenosin induzierte 

cAMP-Signal mit einem IC50-Wert von 25100 ± 5600 nM inhibieren kann. Weiterhin konnte 

BAY60-6583 (100 µM) das durch 10 µM NECA induzierte cAMP-Signal zu nahezu 82 % 

und das durch 250 µM Adenosin induzierte cAMP-Signal zu nahezu 71 % hemmen             

(Abb. 3-11). Um diese antagonistischen Effekte noch weiter zu bestätigen, wurde zusätzlich 

ein KB-Wert für BAY60-6583 an Jurkat-T-Zellen bestimmt. Dafür wurde die cAMP-

Stimulierung durch NECA in An- und Abwesenheit von 5 µM BAY60-6583 gemessen. 
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Abb. 3-12: Sigmoidale Dosis-Wirkungskurve von NECA in An- und Abwesenheit von 5 µM BAY60-6583 in 

cAMP-Assays an Jurkat-T-Zellen. Die Daten wurden relativ zu 300 µM (100 %) oder 1000 µM (100 %) NECA 

normalisiert (n=3, ± SEM, **p < 0,01). Aus den drei unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein KB-

Wert von 393 nM ± 48 nM für BAY60-6583 berechnet. 

 

In Abwesenheit von BAY60-6583 wurde für NECA ein EC50-Wert von 3810 ± 560 nM 

gemessen, während in Anwesenheit von 5 µM BAY60-6583 eine signifikante 

Rechtsverschiebung der Agonist-Dosis-Wirkungskurve gemessen werden konnte              

(52900 ± 7000 nM), wobei der maximal ausgelöste Effekt jedoch nahezu gleich blieb            

(Abb. 3-12). Aus diesem „Shift“  konnte mit Hilfe der Gleichungen Gl. 3-1 und Gl. 3-2 ein 

funktioneller KB-Wert von 393 ± 48 nM für BAY60-6583 berechnet werden. 

 

3.5.2 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in Jurkat-T-Zellen 

Auch in Jurkat T-Zellen scheint hauptsächlich der Adenosin-A2B-Rezeptor an einer Calcium-

Mobilisierung beteiligt zu sein.
146

 Zusätzlich konnten Borrmann et al. jedoch zeigen, dass 

auch der Adenosin-A2A-Rezeptor mit an einer Calciumfreisetzung beteiligt zu sein scheint, da 

sowohl der A2B-Rezeptor-spezifische Antagonist PSB-603 als auch der A2A-Rezeptor- 
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spezifische Antagonist MSX-2 das durch NECA (10 µM) induzierte Calcium-Signal 

inhibieren konnten.
45

  

Aus diesem Grund wurden nachfolgende Calcium-Experimente in Anwesenheit von 0,2 µM 

MSX-2 durchgeführt, um die möglichen Effekte des A2A-Rezeptors zu inhibieren (Abb. 3-13). 
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Abb. 3-13: Vergleich der intrinsischen Aktivitäten der Agonisten NECA, BAY60-6583 und Adenosin an 

nativen Jurkat-T-Zellen. Die Daten wurden auf 300 µM Adenosin + 0,2 µM MSX-2 (100 %) und                     

Puffer + 0,2 µM MSX-2 (0 %) normalisiert (n=3 ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Auch in diesem Zellsystem und mit diesem Signaltransduktionsweg zeigte BAY60-6583 nur 

einen - im Vergleich zu NECA und Adenosin partiellen agonistischen Effekt.  

 

3.5.3 Messung der intrazellulären Calcium-Freisetzung in CHO-hA2B-Zellen 

Da das in HEK-293- und Jurkat-T-Zellen induzierte Calcium-Signal hauptsächlich durch eine 

Aktivierung des A2B-Rezeptors zustande kommt,
39, 146

 wurden rekombinante CHO-hA2B-

Zellen auf ihre Fähigkeit hin untersucht, ein mögliches Calcium-Signal durch die 

entsprechenden Agonisten zu induzieren (Abb. 3-14). 
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Abb. 3-14: Relative Fluoreszenzeinheiten induziert durch NECA, BAY60-6583, Adenosin, ATP und UTP an 

rekombinanten CHO-hA2B-Zellen. Der Versuch wurde in Triplikaten durchgeführt. 

 

Weder NECA oder BAY60-6583 noch Adenosin konnten ein Calcium-Signal in dieser 

Zelllinie induzieren, während die P2Y2-Rezeptor-Agonisten ATP und UTP einen 

intrazellulären Calcium-Anstieg aufgrund von nativ exprimierten P2Y2-Rezeptoren 

hervorrufen können.
154

 

 

3.5.4 Zusammenfassung und Diskussion 

Wie mit cAMP-Experimenten bestätigt, wird deutlich, dass nur der Adenosin-A2B-Rezeptor in 

die cAMP-Akkumulation in Jurkat-T-Zellen involviert ist, während der A2A-Rezeptor keine 

Rolle spielt (Abb. 3-10). So konnten Van der Ploeg et al. zuvor schon zeigen, dass NECA ein 

cAMP-Signal in Jurkat-T-Zellen induzieren kann, während der selektive und potente               

A2A-Agonist CGS21680 in Konzentrationen bis zu 100 µM inaktiv war.
176

  

Partialagonisten besitzen außerdem die Fähigkeit in Anwesenheit von vollen Agonisten je 

nach Gewebe und Rezeptorexpression bzw. Rezeptorreserve, als Antagonisten zu wirken.
196

 

Dieses Phänomen konnte in Jurkat-T-Zellen deutlich gezeigt werden, da sowohl das durch 

NECA (10 µM) als auch das durch Adenosin (250 µM) induzierte cAMP-Signal durch 

BAY60-6583 konzentrationsabhängig inhibiert werden konnte (Abb. 3-11).  

Nonaka et al. konnten mit Hilfe von cAMP-Assays an Jurkat-T-Zellen einen KB-Wert             

(52 nM) von der Verbindung KW-3902 an humanen A2B-Rezeptoren bestimmen. So erfolgte 

in Anwesenheit von verschiedenen selektiven Konzentrationen des Antagonisten eine 

signifikante Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve für NECA.
197

 Diese beobachtete 

Rechtsverschiebung der NECA-Dosis-Wirkungskurve an Jurkat-T-Zellen konnte auch mit 
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BAY60-6583 beobachtet werden (Abb. 3-12). Daraus konnte für BAY60-6583 ein KB-Wert 

von 393 ± 48 nM berechnet werden, welcher ca. 100-fach niedriger liegt, als der in 

Radioligand-Bindungsstudien bestimmte Ki-Wert (31400 nM) gegen [³H]NECA an humanen  

A2B-Rezeptoren (Tab. 2-1). Dadurch, dass der maximal Effekt von NECA in Anwesenheit 

von BAY60-6583 nahezu erhalten bleibt und nur eine Rechtsverschiebung der Dosis-

Wirkungskurve beobachtet werden konnte, wird BAY60-6583 sehr wahrscheinlich wie ein 

kompetitiver Antagonist die gleiche oder zumindest eine ähnliche Bindungsstelle am            

A2B-Rezeptor wie NECA besitzen. 

In Calcium-Experimenten konnte an Jurkat-T-Zellen ähnlich wie in HEK-293-Zellen ein 

signifikant geringerer Effekt von BAY60-6583 im Vergleich zu NECA und Adenosin 

gemessen werden (Abb. 3-13). Auch in dem Testsystem der Jurkat-T-Zellen lässt sich somit 

ein partial agonistischer Effekt von BAY60-6583 sowohl mit cAMP- als auch mit Calcium-

Experimenten bestätigen. 

Im Gegensatz dazu konnte in rekombinanten CHO-hA2B-Zellen kein Calcium-Signal durch 

die A2B-Rezeptor spezifischen Agonisten hervorgerufen werden (Abb. 3-14). 

 

3.6 Zusammenfassung und Diskussion 

In den in Kapitel 3.3, 3.4 und 3.5 durchgeführten Experimenten wurde die intrinsische 

Aktivität von BAY60-6583 an verschiedenen A2B-Rezeptor exprimierenden Zellen 

untersucht. BAY60-6583 zeigte in cAMP- und Calcium-Mobilisierungsexperimenten sowohl 

an nativen HEK-293- als auch an HEK-hA2B-Zellen eine deutlich niedrigere intrinsische 

Aktivität als die Agonisten Adenosin und NECA. Dabei war dieser Effekt an den nativen 

HEK-293-Zellen in beiden Signaltransduktionswegen ausgeprägter als an rekombinanten 

HEK-hA2B-Zellen. Dies kann auf die wahrscheinlich geringere A2B-Rezeptor-Expression und 

Rezeptorreserve in nativen HEK-293-Zellen zurückgeführt werden, da der Effekt für 

Partialagonisten in einem System mit geringer Rezeptorreserve deutlicher wird. Des Weiteren 

scheint die durch einen partiellen Agonisten induzierte Rezeptorkonformation eine geringere 

Affinität zu G-Proteinen zu besitzen als die Rezeptorkonformation die durch einen vollen 

Agonisten induziert wird.
198

 Dies konnte mit den durchgeführten NaCl-Shift- Experimenten 

bestätigt werden, da BAY60-6583 eine ähnliche Rezeptorkonformation wie der Antagonist 

[³H]PSB-603 zu bevorzugen scheint, welche unterschiedlich zu der von NECA ist (3.2.1). 

Auch an nativen Jurkat-T-Zellen konnte sowohl mit cAMP- als auch mit Calcium-

Experimenten ein eindeutiger partial-agonistischer Effekt von BAY60-6583 nachgewiesen 

werden. In Anwesenheit der Vollagonisten NECA und Adenosin konnte der antagonistische 
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Effekt von BAY60-6583 in cAMP-Experimenten deutlich gezeigt werden                                

(Abb. 3-11, Abb. 3-12). So kann BAY60-6583 generell in einer nativen Zelllinie mit 

erwartungsgemäß geringer A2B-Rezeptorexpression in Anwesenheit eines Vollagonisten wie 

z. B. Adenosin als Antagonist wirken und in Abwesenheit von Adenosin als Partialagonist, 

was eine funktionelle Selektivität dieser Verbindung bewirkt, welche therapeutisch von 

Vorteil sein kann. Die Expression von A2B-Rezeptoren scheint somit in Jurkat-T-Zellen, 

ähnlich wie in nativen HEK-293-Zellen, nur moderat zu sein, obwohl von Mirabet et al. an 

Jurkat-T-Zellen eine relativ hohe Expression von A2B-Rezeptorengefunden wurde. So konnte 

mit 49 nM [³H]NECA ein Bmax-Wert von 1,1 ± 0,5 pmol/mg Protein bestimmt werden, 

während die spezifische Bindung der A1,- A3- und A2A-Radioliganden [³H]DPCPX, [³H]R-Pia 

und [³H]CGS21680 vernachlässigbar erschien.
146

 Eine weitere mögliche Erklärung für die 

geringe intrinsische Aktivität von BAY60-6583 an Jurkat-T-Zellen könnte auch eine 

mögliche Dimerisierung von A2B- und A2A-Rezeptoren mit veränderter Pharmakologie sein.  

So konnte Svenja Lacher in ihrer Doktorarbeit an Jurkat-T-Zellen zeigen, dass ein durch einen 

A2A-Agonisten induziertes Calcium-Signal nicht nur durch einen selektiven A2A-Antagonisten 

blockiert werden konnte, sondern auch teilweise durch einen selektiven A2B-Rezeptor- 

Antagonisten.
199

 Zusätzlich konnte mit Hilfe von Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien eine 

relativ gute spezifische Bindung von [³H]PSB-603 (A2B-spezifischen-Antagonist) und MSX-2 

(A2A-spezifischer-Antagonist) an dieser Zelllinie bestimmt werden, während für die A1- und 

A3-spezifischen Radioliganden [³H]CCPA und [³H]PSB-11 nur marginale spezifische 

Bindungen bestimmt werden konnten. Bei sehr guter Expression der A2B-                                

(Bmax: 75,5 pmol/ mg Protein) und A2A-Rezeptoren, (Bmax: 4,56 pmol/mg Protein) konnte eine 

signifikant geringere Affinität vieler Subtyp-spezifischen Agonisten und Antagonisten 

beobachtet werden als erwartet.
199

 So konnte für [³H]MSX-2 ein KD-Wert von 287 nM an 

A2A-Rezeptoren in Jurkat-T-Zellmembranen bestimmt werden, während an humanen, 

rekombinanten A2A-Adenosinrezeptoren ein KD-Wert von 7,3 nM für [³H]MSX-2 beschrieben 

wurde.
199

 Auch für den spezifischen A2B-Antagonisten [³H]PSB-603 konnte mit einem KD-

Wert von ca. 55 nM an Jurkat-T-Zellmembranen ein hoher Affinitätsverlust im Vergleich zu 

rekombinanten A2B-Rezeptoren in CHO-Zellen (KD-Wert 0,403 nM) verzeichnet werden.
199

  

Weitere Theorien für die Wirkung von Partialagonisten beruhen auf der Tatsache, dass diese 

nicht lange genug an den Rezeptor binden können, um einen vollen Effekt auszulösen.
200

  

Der von Svenja Lacher bestimmte Ki-Wert von BAY60-6583 an Jurkat-T-Zellen gegen 

[³H]PSB-603 zeigt eine deutlich geringere Affinität (Ki-Wert: 12000 nM)
199

 im Vergleich zu 
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dem an rekombinanten CHO-A2B-Zellen (Ki = 212 nM) mit dem gleichen Radioliganden,
158

 

was somit auch ein natives Rezeptordimer in Jurkat-T-Zellen wahrscheinlich macht. 

Obwohl es sowohl in Jurkat-T- als auch in HEK-293-Zellen Hinweise auf einen endogenen 

A2A-Rezeptor gibt, wird die Calcium-Ausschüttung in diesen Zelllinien hauptsächlich dem 

A2B-Rezeptor zugeschrieben.
39, 146

 Rekombinante CHO-hA2B-Zellen zeigten nach der Zugabe 

von NECA, Adenosin oder BAY60-6583 jedoch kein Calcium-Signal, obwohl diese Zelllinie 

entsprechende Gq-Proteine besitzt, da die spezifischen P2Y2-Rezeptor- (native Expression) 

Agonisten ATP und UTP ein Calcium-Signal induzieren können (Abb. 3-14). Möglicherweise 

könnte also auch die Calcium-Ausschüttung in HEK-293- und Jurkat-T-Zellen erst durch eine 

Dimerisierung von A2B- und A2A-Rezeptoren in diesen Zelllinien zustande kommen.  

Es bleibt festzuhalten, dass insbesondere Jurkat-T-Zellen auch durch die veränderte Affinität 

vieler A2B-spezifischer Liganden (s. Tab. 4-3), ein natives Zellsystem darstellen, in denen eine 

Heterodimerisierung von A2B- und A2A-Rezeptoren vorhanden sein könnte.
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4 Pharmakologische Untersuchungen an doppelt-transfizierten         

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

 

4.1 Einleitung  

Für den Adenosin-A2B-Rezeptor gibt es bislang Hinweise auf eine mögliche antagonistische 

Interaktion mit dem Dopamin-D2-Rezeptor in Ratten-Chemorezeptor-Zellen.
201

 So konnte der 

in cAMP-Experimenten bestimmte inhibitorische Effekt von A2-Rezeptor-Antagonisten durch 

D2-Rezeptor-Antagonisten aufgehoben werden. Weiterhin konnte der stimulierende Effekt 

von A2-Rezeptor-Agonisten sowohl durch D2-Rezeptor-Agonisten als auch durch A2B-

Rezeptor-Antagonisten aufgehoben werden.
201

 

Eine Koexpression von A2A- und A2B-Rezeptoren ist in vielen verschiedenen Zellsystemen 

beschrieben worden.
173, 176, 183-184, 202

 Svenja Lacher konnte wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, 

durch ein verändertes pharmakologisches Profil vieler A2A- und A2B-Rezeptor-Agonisten und 

Antagonisten Hinweise auf eine mögliche A2A-A2B-Rezeptor Heterodimerisierung in Jurkat-

T-Zellen finden.
199

 Weitere Hinweise auf ein A2A-A2B-Rezeptor Heterodimer durch eine 

veränderte Pharmakologie könnte es an der humanen Blasen-Karzinom-Zelllinie T 24 geben. 

Obwohl in dieser Zelllinie die mRNA sowohl für A2A- als auch für A2B-Rezeptoren gut 

detektiert werden konnte, war der selektive und potente A2A-Rezeptor-Agonist CGS21680 in 

cAMP-Experimenten (<10 µM) nahezu inaktiv.
183

 Das durch NECA (700 nM) induzierte 

cAMP-Signal konnte jedoch durch den A2A-Antagonisten SCH58261 mit einem IC50-Wert 

von 405 ± 112 nM inhibiert werden.
183

 Bei der Verbindung SCH58261 handelt es sich um 

einen selektiven, hoch potenten A2A-Rezeptor-Antagonisten mit einem in 

Sättigungsexperimenten bestimmten KD-Wert von 2,3 nM an humanen Adenosin-A2A-

Rezeptoren.
151, 203-204

 

Sowohl A2A- als auch A2B-Adenosinrezeptoren scheinen eine wichtige Rolle bei 

kardiovaskulären Erkrankungen zu spielen.
190-191, 205-208

 So konnte NECA das Infarktrisiko an 

Ratten-Herzen reduzieren, während sowohl der selektive A2A-Rezeptor-Antagonist 

SCH58261 als auch der selektive A2B-Rezeptor-Antagonist MRS1706 diesen Effekt aufheben 

konnten. Auch konnte durch BAY60-6583 das Infarktrisiko minimiert werden, was durch den 

selektiven A2A-Rezeptor-Agonisten CGS21680 nicht möglich war. Nur eine Kombination aus 

beiden Agonisten konnte das Infarktrisiko noch weiter reduzieren.
191

  Es scheint damit weitere 

Hinweise auf eine spezifische Interaktion zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren auch im 

Herzgewebe zu geben. 
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Ähnliche Effekte konnten auch an Mäuse-Herzen beobachtet werden, wo NECA eine 

protektive Funktion an CD73-„knock-out“-Mäusen aufweisen konnte. Durch 

Koadministration der beiden Subtyp-spezifischen Agonisten BAY60-6583 und CGS21680 

konnte ebenfalls eine protektive Wirkung erzielt werden.
190

  

Zahn et al. konnten zeigen, dass eine Inhibition von A2A- oder von A2B-Rezeptoren notwendig 

ist, um eine durch den A1-Rezeptor vermittelte kardioprotektive Wirkung hervorzurufen. So 

konnte sowohl durch eine pharmakologische Blockade der A2A- und A2B-Rezeptoren durch 

spezifische Antagonisten (SCH58261, MRS1754) als auch durch die Verwendung von A2A-

und A2B-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen, eine reduzierte kardioprotektive Wirkung des 

selektiven A1-Rezeptor-Agonisten CHA beobachtet werden.
206

 

Weiterhin konnte eine 4,5-fach gesteigerte A2B-Rezeptor-Expression in A2A-Rezeptor-

„knock-out“-Mäusen beobachtet werden,
209

 was auch Hinweise auf eine mögliche 

Kommunikation der Rezeptoren untereinander geben könnte.  

Sanjani et al. konnten zusätzlich eine kompensatorische Steigerung der A2A-Rezeptor- 

Expression in A2B-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen feststellen.
205

 BAY60-6583 hatte in A2B-

Rezeptor-„knock-out“-Mäusen keinen Effekt auf den Koronarfluss, in WT-Mäusen konnte 

hingegen eine Steigerung des Koronarflusses beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnten 

sowohl NECA als auch CGS21680 den Koronarfluss in A2B-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen 

mehr steigern als in WT-Mäusen.
205

 Auch konnte der A2A-selektive Antagonist SCH58261 

den durch NECA induzierten Anstieg im Koronarfluss in A2B-Rezeptor-„knock-out„-Mäusen 

signifikant mehr inhibieren als in WT-Mäusen. Weiterhin konnte NECA keinen Anstieg des 

Koronarflusses in A2A/A2B-„knock-out“-Mäusen induzieren. Es wird deutlich, dass sowohl 

A2A- als auch A2B-Rezeptoren mit in die Änderungen des Koronarflusses involviert sind und 

dass in A2B-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen eine gesteigerte Expression von A2A-Rezeptoren 

erfolgt.
205

 

Erste Untersuchungen in einem künstlich erzeugten Zellsystem zur Interaktion von Adenosin- 

A2A- und A2B- Rezeptoren wurden kürzlich von Moriyama et al. durchgeführt.
112

 Sie stellten 

mit Hilfe von Immunoassays fest, dass die Oberflächenexpression der A2B-Rezeptoren in 

transfizierten HEK-AD-293 Zellen signifikant geringer ausfiel, als die Oberflächenexpression 

der A2A-Rezeptoren. Um zu untersuchen, ob der A2B-Rezeptor im C-Terminus ein dominantes 

Transportsignal besitzt, um vom ER zur Zelloberfläche transportiert zu werden, oder ob der 

C-Terminus des A2B-Rezeptors ein ER-Retentionssignal enthält, wurden verschiedene       

A2B-Rezeptormutanten mit verkürzten C-Termini hergestellt. So konnten die A2B-

Rezeptormutanten 306 und 292 Stopp die Oberflächenexpression zwar etwas reduzieren, 
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jedoch waren trotzdem noch ca. 50 % der A2B-Rezeptoren in der Membran exprimiert, was 

den Schluss nahe legt, dass der C-Terminus des A2B-Rezeptors nicht zwingend für eine 

Oberflächenexpression erforderlich ist. Es scheint also weder ein ausgeprägtes ER-

Retentionssignal noch ein dominantes Transportsignal zur Plasmamembran im C-Terminus 

des A2B-Rezeptors enthalten zu sein.
112

 Im Gegensatz dazu war die Oberflächenexpression der 

Mutanten von A2A- und β2-Rezeptoren mit verkürzten C-Termini fast vollständig aufgehoben. 

Zu weiteren Untersuchung wurden Chimären hergestellt, wobei eine aus dem A2A-Rezeptor 

mit dem C-Terminus des A2B-Rezeptors bestand und eine weitere aus dem β2-Rezeptor mit 

dem C-Terminus des A2B-Rezeptors. Diese Mutanten zeigten eine etwas bessere 

Oberflächenexpressionen (20-30 % vom Wildtyp) als die A2A- und β2-Rezeptoren (weniger 

als 5 % vom Wildtyp) mit verkürzten C-Termini, jedoch eine geringere Expression als die 

Wildtyp-Rezeptoren. Dies bestätigt zusätzlich, dass der C-Terminus des A2B-Rezeptors weder 

ein ER-Retentionssignal noch ein dominantes Transportsignal zur Plasmamembran enthält.
112

 

Darüber hinaus wurde auch eine Chimäre aus dem Adenosin-A2B-Rezeptor mit dem                 

C-Terminus des A2A-Rezeptors hergestellt. Diese konnte die A2B-

Rezeptoroberflächenexpression dramatisch steigern (mehr als 300 % vom WT), was den 

Schluss nahe legt, dass ein dominantes Transportsignal zur Plasmamembran aus dem             

C-Terminus des A2A-Rezeptors wichtig ist (F(x)6LL-Motif) bzw. dass dem A2B-Rezeptor-C-

Terminus dieses Transportsignal fehlt.
112

 Um zu überprüfen ob eine gesteigerte A2B-Rezeptor-

Oberflächenexpression auch aufgrund eines möglichen Heterodimers zustande kommen 

könnte, wurden A2A- und A2B-Rezeptoren in HEK-AD-293-Zellen kotransfiziert. Nach 

Kotransfektion konnte auch hier eine gesteigerte Oberflächenexpression des A2B-Rezeptors 

gemessen werden, was den Schluss eines möglichen A2A-A2B-Heterodimers nahe legt.
112

 Die 

physikalische Interaktion der beiden Rezeptor-Subtypen in transfizierten HEK-AD-293 Zellen 

konnte anschließend auch mit Hilfe einer Koimmunpräzipitation bestätigt werden.
112

 

Weiterhin konnte in einem ex-vivo System gezeigt werden, dass die durch den A2B-Rezeptor 

induzierte cAMP-Menge in Splenozyten von A2A-Rezeptor-„knock-out“-Mäusen geringer 

ausfiel als in Wildtyp-Mäusen, was eine höhere Oberflächenexpression des A2B-Rezeptors in 

Gegenwart des A2A-Rezeptors noch zusätzlich bestätigt.
112

 

Da es durch pharmakologische Besonderheiten an Jurkat-T-Zellen und an Herzgeweben 

sowie auch in kotransfizierten HEK-AD-293-Zellen deutliche Hinweise auf eine A2A-A2B-

Rezeptor-Heterodimerisierung gibt, wurde diese mit weiterführenden Methoden genauer 

untersucht. Als Modellsystem wurden CHO-K1-Zellen gewählt, da diese im Gegensatz zu der 

von Moriyama et al. gewählten HEK-AD-293-Zelllinie,
112

 die sich aus HEK-293-Zellen, 
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transfiziert mit einem zusätzlichen Gen für eine bessere Zelladhäsion ableiten,
210

 keine 

nativen Adenosinrezeptoren besitzen,
211

 welche die Expression der zusätzlich eingebrachten 

A2B- und A2A-Konstrukte beeinflussen könnten. Um erste Hinweise für eine A2A-A2B-

Rezeptor-Heterodimerisierung in CHO-K1-Zellen zu erhalten, wurden zunächst stabile, 

doppelt-transfizierte Zelllinien mit verschiedenen retroviralen Vektoren (pQCXIN-hA2B/ 

pQCXIP-hA2A, pLXSN-hA2B/pQCXIP-hA2A) generiert, die den Vorteil einer konstanten 

Rezeptorexpression insbesondere für vergleichbare pharmakologische Experimente liefern 

können.  

 

4.2 Detektion von A2A- und A2B-Rezeptoren auf mRNA-Ebene 

Da keine geeigneten Antikörper für Adenosin-A2A- und A2B-Rezeptoren zur Verfügung 

standen und da aufgrund einer wahrscheinlich relativ geringen Expression des A2A-Rezeptors 

keine Bindung der A2A-Rezeptor spezifischen Radioliganden [³H]MSX-2 und [³H]CGS21680 

an den generierten CHO-hA2B-hA2A Zelllinien gemessen werden konnte (s. Tab. 4-3), wurde 

die erfolgreiche Kotransfektion der Zellen durch Detektion der mRNA überprüft. Nach der 

Extraktion der mRNA aus den CHO-K1- (Kontrolle), CHO-hA2B- und aus den CHO-hA2B-

hA2A-Zellen, wurde diese durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Anschließend 

wurde von den jeweiligen cDNAs eine PCR mit genspezifischen Primern für hA2A- hA2B-

Rezeptoren  und für β-Aktin durchgeführt.  

 

                                                                                         100 bp, hA2A, hA2B, β-Aktin, hA2A, hA2B, β-Aktin    

                       

Abb. 4-1: Gen-Fragment-Amplifizierung aus cDNA von CHO-K1- (oben links, Spur 2-4), CHO-hA2B- (oben 

rechts, Spur 5-7) und CHO-hA2B-hA2A- (pQCXIN-hA2B/pQCXIP-hA2A unten links, Spur 2-4 und pLXSN-

hA2B/pQCXIP-hA2A unten rechts, Spur 5-7) Zellen. 
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In den Experimenten wurde β-Aktin als Positivkontrolle verwendet, da dieses Gen als 

„Housekeeping“-Gen hoch konserviert ist und in nahezu allen Zellen vergleichbar gut 

exprimiert wird. In einigen Situationen wie während des Zellwachstums und unter 

pathologischen Zuständen kann die Expression dieses Gens jedoch auch teilweise variieren.
212

 

Das Gen für β-Aktin (258 bp) konnte in allen Zelllinien detektiert werden und zusätzlich auch 

die für die jeweilige Zelllinie erwarteten Adenosinrezeptoren (hA2A: 491 bp, hA2B: 458 bp) 

(Abb. 4-1). Für weitere pharmakologische Experimente wurde die Zelllinie CHO-pLXSN-

hA2B/pQCXIP-hA2A ausgewählt, da es aufgrund der geringeren A2A-Rezeptor mRNA-Menge 

im Vergleich zur A2B-Rezeptor mRNA-Menge sein kann (Abb. 4-1), dass der A2A-Rezeptor 

etwas weniger exprimiert wird als der A2B-Rezeptor. Dieses Expressionsverhältnis würde 

auch dem in Jurkat-T-Zellen nahekommen, wo es Hinweise auf eine A2A-A2B-Rezeptor- 

Heterodimerisierung gibt.
199

 

 

4.3 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien an CHO-hA2A-hA2B-Zellen 

Zunächst wurde durch ein homologes Kompetitionsexperiment der KD-Wert von              

[³H]PSB-603 an der generierten CHO-hA2A-hA2B -Zelllinie bestimmt.  
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Abb. 4-2: Homologes Kompetitionsexperiment zwischen dem nicht markierten Liganden PSB-603 und dem 

Radioliganden [³H]PSB-603 (0,3 nM) an CHO-hA2B-hA2A-Zellen (n=2, ± SEM). Aus den zwei unabhängigen 

Experimenten wurde als Mittelwert ein KD-Wert von 0,238 nM ± 0,072 nM bestimmt. 

 

Die Bindung von PSB-603 war an den doppelt-transfizierten Zellen nicht beeinflusst und der 

berechnete KD-Wert betrug 0,238 nM, welcher vergleichbar mit dem aus der Sättigung 

bestimmten KD-Wert für [³H]PSB-603 an der CHO-hA2B-Zelllinie (0,403 nM
45

) ist. Auch der 

aus der homologen Kompetition berechnete Bmax-Wert für die CHO-hA2A-hA2B -Zelllinie von 
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418 fmol/mg Protein zeigt eine ähnliche A2B-Rezeptorexpression wie die CHO-hA2B-Zellen 

mit einem aus der Sättigung bestimmte Bmax-Wert von 502 fmol/mg Protein.
45

 Für die 

nachfolgende Testung der Substanzen wurde der KD-Wert von 0,238 nM zur Berechnung der 

Ki-Werte eingesetzt.  

In Tab. 4-1 sind die Affinitäten der getesteten Substanzen an CHO-hA2B- 

Membranpräparationen und an CHO-hA2A-hA2B-Membranpräparationen zusammengefasst. 

 

Tab. 4-1:  Affinitäten der Testsubstanzen an humanen A2B-  und an humanen A2B-A2A-Rezeptor exprimierenden 

CHO-Zellen (n=2-3, ± SEM, 
*
p < 0,05 

**
p < 0,01 

***
p < 0,001). 

 

Verbindung 

 

 

Rekombinante 

CHO-Zelllinie 

hA2B 

vs. 

[
3
H]PSB-603 

Ki
 

[nM] 

 

Rekombinante 

CHO-Zelllinie 

hA2B-hA2A 

vs. 

[
3
H]PSB-603 

Ki
 

[nM] 

 

NECA 1890 ± 240
45

 5400 ± 363
***

 

BAY60-6583 212 ± 20
158

 107 ± 17
**

 

 

PSB-603 0,553 ± 0,103
45

 0,172 ± 0,053
*
 

 

 

Der unselektive Adenosin-Rezeptor-Agonist NECA weist an den mit dem A2A- und A2B-

Rezeptor transfizierten Zellen im Vergleich zu den mit dem A2B-Rezeptor transfizierten 

Zellen eine signifikant geringere Affinität auf. Die Auswertung der Bindungskurve von 

NECA mit einem zweiphasischen Bindungsmodell an der CHO-hA2B-hA2A-Zelllinie ergab 

kein Ergebnis. Im Gegensatz dazu zeigen BAY60-6583 und PSB-603 eine im Vergleich zur 

A2B-Rezeptor-Zelllinie signifikant verbesserte Affinität an der doppelt-transfizierten Zelllinie 

(Tab. 4-1). 
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4.4 cAMP-Experimente an CHO-hA2A-hA2B-Zellen 

Um auch einen möglichen Unterschied in der Wirkung der Verbindungen an der doppelt- 

transfizierten Zelllinie im Vergleich zur A2B-Rezeptor-transfizierten Zelllinie zu erhalten, 

wurden cAMP-Akkumulationsexperimente durchgeführt. Eine Zusammenfassung der 

Ergebnisse ist in Tab. 4-2 dargestellt. 
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Abb. 4-3: Vergleich der intrinsischen Aktivitäten von BAY60-6583 (10 µM) und NECA (10 µM) an 

rekombinanten CHO-hA2B-hA2A-Zellen bestimmt in cAMP-Experimenten. Es wurden drei voneinander 

unabhängige Experimente in Duplikaten durchgeführt (n=3, ± SEM). 

 

Tab. 4-2:  Zusammenfassung der in funktionellen cAMP-Experimenten bestimmten EC50- und KB-Werte an 

humanen A2B- und an humanen A2B-A2A-Rezeptor exprimierenden CHO-Zellen (n=2-4, ± SEM, 
**

p < 0,01      

***
p < 0,001). 

Verbindung Rekombinante 

CHO-Zelllinie 

hA2B 

EC50/KB 

[nM] 

Rekombinante 

CHO-Zelllinie 

hA2B-hA2A 

EC50/KB 

[nM] 

Δ Shift 

EC50/KB 

hA2B-hA2A / 

EC50/KB 

hA2B 

Max. 

intrinsische 

Aktivität 

hA2B 

% 

Max. 

intrinsische 

Aktivität 

hA2B-hA2A 

% 

NECA 26,8 ± 4,5 1090 ± 29
***

 

 

40,7 84 ± 3 80 ± 7 

Adenosin 806 ± 36
a 

 

11300 ± 2540
***

 

 

14,0 100 100 

BAY60-6583 37,5 ± 12,3 

 

193 ± 30 
***

 

 

5,15 78 ± 9 34 ± 5 

CGS21680 

 

n. b. 

(100 µM ca. 

30 pmol cAMP) 

n. b. 

(100 µM ca. 

10 pmol cAMP) 

 

n. b. n. b. n. b. 

MSX-2 2250 ± 330
b
 377 ± 10

b**
 

 

0,168 - - 

 

n. b. nicht bestimmt 

a: bestimmt von Dominik Thimm 

b: KB-Wert 
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Es zeigt sich, dass sowohl NECA und Adenosin als auch BAY60-6583 signifikant höhere 

EC50-Werte an den mit dem A2A-und A2B-Rezeptor transfizierten Zellen im Vergleich zu den 

nur mit dem A2B-Rezeptor transfizierten Zellen aufweisen (Tab. 4-2). Die Auswertung mit 

Hilfe eines zweiphasischen Bindungsmodells an der CHO-hA2B-hA2A-Zellline war für NECA 

und Adenosin nicht möglich. Der A2A-selektive Antagonist MSX-2 weist an der CHO-hA2A-

hA2B-Zelllinie mit 377 nM einen höheren KB-Wert auf als der allgemein für MSX-2 

bestimmte KD-Wert von 7,3 nM
213

 am humanen A2A-Rezeptor. Der selektive A2A-Rezeptor-

Agonist CGS21680 erscheint auch in hohen Konzentrationen von 100 µM sowohl an CHO-

hA2B- als auch an CHO-hA2B-hA2A-Zellen relativ inaktiv, wobei auch eine etwas niedrigere 

intrinsische Aktivität an der CHO-hA2A-hA2B-Zelllinie im Vergleich zu den CHO-hA2B-

Zellen beobachtet werden konnte (Tab. 4-2). Des Weiteren konnte eine Abnahme der 

intrinsischen Aktivität von BAY60-6583 im Vergleich zu NECA an den mit dem A2A-A2B-

Rezeptor doppelt-transfizierten Zellen beobachtet werden (Abb. 4-3, Tab. 4-2). 

Eine Zusammenfassung der in Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien bestimmten Ki/KD-

Werte und eine Zusammenfassung der in funktionellen Experimenten bestimmten EC50- und 

IC50-Werte ausgewählter Verbindungen an rekombinanten A2A-, A2B-, A2A-A2B- und Jurkat-T-

Zellen sowie die entsprechenden Literaturdaten geben Tab. 4-3 und Tab. 4-4. 
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Tab. 4-3: Zusammenfassung der in Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien bestimmten Ki/KD-Werte und 

funktionell bestimmte KB-Werte ausgewählter Verbindungen an rekombinanten hA2A-, hA2B-, hA2A-hA2B-

Zelllinien und an Jurkat-T-Zellen sowie die entsprechenden Literaturdaten. 

 

Verbindung 

 

Rekombinante 

hA2B 

Ki/KD/KB 
 

[nM] 

 

Rekombinante 

hA2A 

Ki/KD/KB 

 

[nM] 

 

Rekombinante 

hA2B-hA2A 

Ki/KD/KB 
 

[nM] 

 

Jurkat-T 

(hA2B > hA2A) 

Ki /KD/KB 
 

[nM] 

NECA 1890
b,45

 

 1850
c,156

 

  570
e,137

 

489
f,46

 

  361
g,157

 

 330
d,39

 

  262
h,153

 

         665
a 

 

66
j,214

 

 
5400

b
 

 

14700
b,199

 

22200
i,199

 

BAY60-6583    212
b,158

 

     31400
a
 

n.b. 107
b
 

 

12000
b,199 

393* 

CGS21680 >10000
h,153 

     361000
d,39

 

221
j,214 

  53,3
k,214

 

 

keine Bindung
k
 

192000
i,199 

keine Bindung
k,176 

PSB-603 0,553
b,45 

104
a
 

>10000
i,45

 0,172
b
 

 

55,4
b,199 

      0,871* 

MSX-2 2250* 

 

7,3
i,213

 377* 

keine Bindung
i
 

287
i,199

 

Coffein 33800
b,45

 

 20500
c,156

 

2396
j,214

 n.b.      >100000
b,199

 

     >100000
i,199 

SCH58261 n.b. 1,5
g,215 

0,6
j,216

 

1,1
j,214

 

n.b. 2,5
j,217

 

  

Fett: eigene Daten 

 

n.b. nicht bestimmt 

 

* KB-Wert 

 
a: vs. [³H]NECA, b: vs. [³H]PSB-603, c: vs. [³H]PSB-298, d: vs. [

125
I]ABOPX, e: vs. [³H]MRS-1754, f: vs. 

[³H]OSIP339391, g: vs. [³H]ZM241385, h: vs. [³H]MRE2029-F20, i: vs.[³H]MSX-2,  j: vs. [³H]SCH58261,            

k: vs. [³H]CGS21680 

 



88 Pharmakologische Untersuchungen an doppelt-transfizierten CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

Tab. 4-4: Zusammenfassung der in cAMP- und Calcium-Experimenten bestimmten EC50/IC50-Werte 

ausgewählter Verbindungen an rekombinanten hA2A-, hA2B-, hA2A-hA2B-Zelllinien und an Jurkat-T-Zellen sowie 

die entsprechenden Literaturdaten. 

 

Verbindung 

 

Rekombinante 

hA2B 

EC50/IC50 

 

[nM] 

 

Rekombinante 

hA2A 

EC50/IC50 

 

[nM] 

 

Rekombinante 

hA2B-hA2A 

EC50/IC50 

[nM] 

 

Jurkat-T 

(hA2B > hA2A) 

EC50/IC50 

[nM] 

NECA 26,8
a
 

        200
a
 

        438
b
 

152
a,215

 

      1400
a,218 

 890
b,219 

 

26,1
a,214

 1090
a
         2510

a
 

  550
a,217

 

5800
a,176

 

3980
a,146

 

 

Adenosin          806
a,c 

       2510
a
 

         990
b
 

     23500
a,220

 

(pEC50 5,7)
b,219 

 

363
a,214

 

730
a,220

 
11300

a
 237000

a
 

    >10000
b,146

 

BAY60-6583   37,5
a
 

         505
a
 

         579
b
 

3-10
a,41

 

>10000
a,41

 193
a
 relativ inaktiv 

(100 µM)
a,b 

 

7500
a
 

(IC50 vs. 10 µM 

NECA) 

 

25100
a
 

(IC50 vs. 250 µM 

Adenosin) 

 

CGS21680 relativ inaktiv 

(100 µM)
a 

 

>10000
a,215

 

 15200
a,39

 

      410
a,153 

 

36,8
a,214

 relativ inaktiv 

(100 µM)
a 

 

16800
b
 

  >10000
b,146 

 

4400
a,176

                   

(+ Forskolin) 

PSB-603 n.b. n.b. n.b. 1,13
b,45

 

Coffein 15500
a,220

 

 

12330
a,214

 

12300
a,220

 

n.b. n.b. 

SCH58261 5011
a,216

 6,63
a,214

 n.b. n.b. 

 

Fett: eigene Daten, a: cAMP-Experiment, b: Calcium-Experiment, c: Daten aus unserem 

Arbeitskreis, n.b. nicht bestimmt 
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4.5 Zusammenfassung und Diskussion 

Mit Hilfe einer Reversen-Transkriptase-PCR konnte in den generierten CHO-hA2B-hA2A- 

Zelllinien sowohl die mRNA von A2A- als auch von A2B-Rezeptoren detektiert werden, was 

auf eine gute Expression beider Adenosin-Rezeptor-Subtypen hinweisen könnte. Weiterhin 

scheint die Menge der A2A-Rezeptor-mRNA in einer Zelllinie etwas geringer auszufallen als 

die mRNA Menge des A2B-Rezeptors (Abb. 4-1). Da dieses mögliche Expressionsverhältnis 

dem in Jurkat-T-Zellen ähnlich ist, wurde diese Zelllinie für weitere Experimente verwendet. 

In Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien konnte an der doppelt-transfizierten CHO-hA2B-

hA2A-Zelllinie im Vergleich zu der CHO-hA2B-Zelllinie eine veränderte Affinität der 

Agonisten und Antagonisten festgestellt werden, was Hinweise auf eine mögliche 

Heterodimerisierung der Rezeptoren geben könnte. So zeigt NECA eine signifikant 

verschlechterte Affinität an den doppelt-transfizierten Zellen, wohingegen BAY60-6583 und 

PSB-603 eine signifikante Verbesserung der Affinitäten zeigten (Tab. 4-1). Es könnte jedoch 

auch möglich sein, dass sich durch das nachträgliche Einbringen des A2A-Rezeptors in die 

CHO-hA2B-Zelllinie die Rezeptorpopulation ähnlich wie bei der Zugabe von NaCl (s. 3.2.1) 

so verändert hat, dass mehr A2B-Rezeptoren in der inaktiven Rezeptorkonformation vorliegen 

zu welcher, wie in Kapitel 3.2 diskutiert, der Partialagonist BAY60-6583 und insbesondere 

der Antagonist PSB-603 eine gute Affinität aufweisen. NECA als Vollagonist bevorzugt die 

aktive Rezeptorkonformation des A2B-Rezeptors und zeigt damit eine signifikante 

Rechtsverschiebung der Kompetitionskurve. 

In funktionellen cAMP-Experimenten zeigten NECA, Adenosin und BAY60-6583 eine 

signifikant geringere Potenz an den doppelt-transfizierten Zellen im Vergleich zu den nur mit 

dem A2B-Rezeptor transfizierten Zellen (Tab. 4-2). Auch wurde der partial-agonistische 

Effekt von BAY60-6583 (10 µM) deutlich, da die Verbindung an der doppelt-transfizierten 

Zelllinie eine signifikant geringere intrinsische Aktivität als NECA (10 µM) aufwies            

(Abb. 4-3). Bei diesem Vergleich scheint das durch NECA induzierte cAMP-Signal auf 

Grundlage des A2A-Rezeptors vernachlässigbar zu sein, da der Agonist CGS21680 auch in 

hohen Konzentrationen (100 µM) an der CHO-hA2A-hA2B-Zelllinie nahezu inaktiv ist            

(Tab. 4-2). Diese Effekte könnten, ähnlich wie an den untersuchten Jurkat-T-Zellen ebenfalls 

Hinweise auf ein mögliches A2A-A2B-Rezeptor Heterodimer mit veränderter Pharmakologie 

geben. Jedoch könnte für die Erhöhung der EC50-Werte und für den deutlichen partial 

agonistischen Effekt von BAY60-6583 an den doppelt-transfizierten Zellen generell auch ein 

Verlust der A2B-Rezeptorexpression in Betracht gezogen werden. Zwar ließ sich an der CHO-

hA2B-hA2A-Zelllinie ein nur etwas geringerer Bmax-Wert von 418 fmol/mg Protein im 
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Vergleich zur CHO-hA2B-Zelllinie von 502 fmol/mg Protein
45

 feststellen, dieser könnte 

jedoch aufgrund einer Bestimmung mit Hilfe einer homologen Kompetition zu ungenau sein. 

Der für den selektiven A2A-Rezeptor-Antagonisten MSX-2 bestimmte KB-Wert ist an der 

CHO-hA2B-hA2A-Zelllinie signifikant geringer als an der CHO-hA2B-Zelllinie (Tab. 4-2), was 

zusätzlich zur mRNA-Detektion, zumindest ein Vorhandensein des A2A-Rezeptors bestätigen 

könnte. Allerdings liegt der für MSX-2 bestimmte KB-Wert an CHO-hA2B-hA2A-Zellen mit 

377 nM viel höher als der für die Verbindung beschriebene KD-Wert von 7,3 nM an humanen 

A2A-Rezeptoren.
213

 Ein ähnlicher KD-Werte von 287 nM für MSX-2 wurden von Svenja 

Lacher an Jurkat-T-Zellen bestimmt (s. Tab. 4-3). Zusätzlich ist der selektive A2A-Agonist 

CGS21680 in beiden Zelllinien auch in hohen Konzentrationen (100 µM) nahezu inaktiv, was 

auch Van der Ploeg et al. an Jurkat-T-Zellen trotz vorhandener A2A-Rezeptor-mRNA 

beobachten konnten.
176

 Auch diese pharmakologischen Änderungen könnten somit auf ein 

A2A-A2B-Heterodimer hinweisen. 

Es bleibt jedoch insgesamt zu diskutieren, ob die an den CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

beobachteten pharmakologischen Effekte auf einer veränderten A2B-Rezeptorpopulation mit 

einer geringeren A2B-Rezeptor-Expression im Vergleich zu den CHO-hA2B-Zellen oder auf 

einem möglichen A2A-A2B-Rezeptor Heterodimer beruhen. Weitere Experimente müssen 

folgen, um die Annahmen zu bestätigen. 
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5 Kolokalisationsexperimente an doppelt-transfizierten                             

CHO-hA2B-EYFP-hA2A-ECFP-Zellen 

 

5.1 Einleitung  

 

5.1.1 Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 

Ein konfokales Fluoreszenzmikroskop besteht aus zwei Teilen: einem modernen 

konventionellen Fluoreszenzlichtmikroskop und einer entsprechenden Scanning-Apparatur.
221

 

Um Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszierende Proteine in den zu untersuchenden Objekten 

anzuregen, wird Laserlicht in der entsprechenden Wellenlänge verwendet. Dabei wird das 

Anregungslicht auf einen Punkt in der Probe fokussiert und das Licht aus diesem Fokus wird 

durch das gleiche Objektiv auf eine Lochblende abgebildet. Licht das ober- und unterhalb der 

Fokusebene entsteht, wird dabei ausgeblendet. Von dort gelangt es auf einen Photomultiplier, 

welcher die Lichtintensität in ein elektrisches Signal konvertiert. Da man so nur Licht aus 

einem Punkt der Probe erhalten würde, ist es für zwei oder dreidimensionale Bilder 

notwendig, die Probe mit Hilfe eines Scanners in verschiedenen Fokusebenen abzurastern.
221

  

 

5.1.2 Fluoreszierende Proteine 

Im Jahre 2008 erhielten die drei Wissenschaftler Osamu Shimomura, Martin Chalfie und 

Roger Y. Tsien für die Entdeckung und Weiterentwicklung des grün fluoreszierenden 

Proteins (GFP) den Nobelpreis der Chemie.
222

 So konnten Shimomura et al. durch die 

Aufreinigung und Gewinnung von Aequorin aus der Qualle Aequorea aequorea ein weiteres 

Protein (GFP) identifizieren, welches im Gegensatz zum blau emittierten Licht des Aequorins, 

eine grüne Fluoreszenz aufzeigte.
223

 Später konnten Morise et al. dann zeigen, dass die grüne 

Fluoreszenz der Qualle Aequorea durch einen strahlungsfreien Energietransfer zustande 

kommt.
224

 Da sich das Emissionsmaximum des Aequorins mit dem Anregungsmaximum des 

GFP überlappt, wies alles auf eine Anregung des GFPs durch Aequorin hin.
224

 1992 konnten 

Prasher et al. das GFP  sowohl aus der cDNA als auch aus der genomischen DNA der Qualle  

Aequorea victoria klonieren und sequenzieren.
225

 Der aus der cDNA erhaltene Klon gfp10 

codierte für ein 238 Aminosäuren großes Protein mit einem berechneten Molekulargewicht 

von 26888 Dalton. Dabei ist der Chromophor des GFPs sehr stabil gegenüber extremen 

Bedingungen wie Hitze und extremen pH-Werten. So geht die Fluoreszenz zwar unter stark 

sauren oder basischen pH-Werten verloren, kann jedoch nach Neutralisation mit einem 

identischen Emissionsspektrum wiedererlangt werden. 
225
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Zur Ausbildung der Fluoreszenz werden keine Co-Faktoren benötigt sondern der Chromophor 

wird durch einen autokatalytischen Prozess gebildet. Die Chromophor-Gruppe wird aus den 

Aminosäuren Ser65, Tyr66 und Gly67 gebildet, welche post-translational zu einem               

4-(p-Hydroxybenzyliden)imidaziolidin-5-on modifiziert werden.
226

 Weiterhin befindet sich 

der Chromophor im Innern einer Zylinder- oder Fassstruktur, welche innen aus einer α-Helix 

und außen aus 11 β-Faltblättern besteht (Abb. 5-1). Zusätzlich dienen kurze α-Helix-

Segmente als Deckel des Zylinders. Das Wildtyp-GFP besitzt zwei Anregungsmaxima, eines 

bei 395 nm und ein weiteres, kleineres bei 475 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei 508 

nm.
226

 

 

        

Abb. 5-1: Fassstruktur (links) und ein Faltungstopologie-Diagramm (rechts) des grün fluoreszierenden Proteins.  

Die β-Faltblätter sind in grün, die α-Helices in blau und die „Schleifen“ in gelb dargestellt.
226

 

 

Die erfolgreiche Expression des GFP-Proteins konnte 1994 erstmals von Chalfie et al. in E. 

Coli und Caenorhabditis elegans gezeigt werden, womit GFP als Marker für die 

Genexpression und Proteinlokalisation in lebenden Zellen verwendet werden kann.
227

 

Nachfolgend wurden verschiedenste GFP-Varianten mit verbesserten biologischen und 

physikalischen Eigenschaften generiert sowie auch Varianten mit verschiedenen spektralen 

Eigenschaften, wie solche mit Emissionsspektren im blauen und gelben Bereich.
228-230

 So 

können zwei farblich verschiedene GFP-Varianten z. B. für den Nachweis von Protein-

Interaktionen mit Hilfe von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Experimenten eingesetzt 

werden.
229
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5.2 Überprüfung der Funktionalität des A2B-EYFP Fusionsproteins und 

Kolokalisation von A2A- und A2B-Rezeptoren 

Um eine mögliche Kolokalisation der A2A- und A2B-Rezeptoren in CHO-K1-Zellen 

festzustellen, wurde eine Zelllinie generiert, die beide Rezeptor-Subtypen als Fusionsproteine 

mit je einem fluoreszierenden Protein exprimiert. Dabei wurde an den C-Terminus des A2B-

Rezeptors das EYFP und an den C-Terminus des A2A-Rezeptors das ECFP angebracht. Es 

wurde diese Position für die Anbringung der Tags ausgewählt, da die Funktion von  A2A- und 

D2-Rezeptoren dabei erhalten blieb.
115

 Auch konnte mit einem cAMP-Assay gezeigt werden, 

dass auch der A2B-Rezeptor mit EYFP als Tag am C-Terminus noch voll funktionsfähig ist 

und die Agonisten BAY60-6583 und NECA ein cAMP-Signal induzieren können (Abb. 5-2). 

Die EC50-Werte für BAY60-6583 (104 nM) und NECA (73 nM) an den CHO-hA2B-EYFP-

Zellen sind vergleichbar, liegen jedoch insgesamt etwas höher als an den CHO-hA2B-Zellen 

(Tab. 4-2), was auf eine etwas geringere Rezeptorexpression hinweisen könnte. Es lässt sich 

somit schlussfolgern, dass diese Position des Tags auch beim Adenosin-A2B-Rezeptor keinen 

Einfluss auf die Kopplung der G-Proteine hat und der Rezeptor noch voll funktionsfähig ist. 
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Abb. 5-2: Durch die Agonisten NECA und BAY60-6583 induzierten cAMP-Signale in CHO-hA2B-EYFP- 

Zellen (n=2, ± SEM). Aus den zwei unabhängigen Experimenten wurde als Mittelwert ein EC50-Wert von                            

73,0 nM ± 18,4 nM für NECA und ein EC50-Wert von 104 nM ± 6 nM für BAY60-6583 bestimmt. 

 

Bei EYFP und ECFP handelt es sich um verschiedene Mutanten des Wildtyp-GFPs, wobei 

das „enhanced“ YFP (EYFP) im Vergleich zum Wildtyp GFP vier Mutationen 

(T203Y/S65G/V68L/S72A) enthält, die in einem Anregungsmaxima von 513 nm und in 

einem Emissionsmaxima von 527 nm resultieren.
231-232

 Das „enhanced“ CFP (ECFP) besitzt 

sechs Aminosäuresubstitutionen. Die Tyr66 zu Trp66 Mutation resultiert in einem 

Anregungsmaximum von 434 nm und einem kleineren Peak bei 452 nm sowie in einem 

Emissionsmaximum von 476 nm mit einem kleineren Peak bei 505 nm.
233

 Die anderen fünf 
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Substitutionen (Phe64 zu Leu, Ser65 zu Thr, Asn146 zu Ile, Met153 zu Thr, Val163 zu Ala) 

verbessern die Effizienz der Chromophorbildung und Proteinfaltung, was in einer gesteigerten 

Fluoreszenz und Proteinlöslichkeit resultiert.
228, 230, 234

 

Mit Hilfe eines retroviralen Transfektionssystems wurden beide Konstrukte nacheinander 

stabil in die CHO-K1-Zellen eingebracht. Die so erhaltenen doppelt-transfizierten Zellen 

wurden fixiert und die Objekte wurden im Arbeitskreis von Prof. Hoch mit Hilfe von Dr. Behr 

mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dabei wurde das ECFP mit einem 

458 nM-Laser angeregt und die Emission wurde bei 470-500 nm gemessen. Das EYFP wurde 

mit einem 514 nM-Laser angeregt und die Emission wurde bei 520-550 nm gemessen. Da die 

Emissionen der beiden Fluorophore durch geeignete Filterwahl somit nicht überlappen, ist 

eine getrennte Darstellung möglich (Abb. 5-3). 

 

              EYFP                                           ECFP                                     „Merge“ 

 

Abb. 5-3: Messung der Fluoreszenz für EYFP, ECFP und die Übereinanderlagerung („Merge“) beider Bilder. 

 

Sowohl das EYFP als auch das ECFP lassen sich durch geeignete Laser anregen, was auf eine 

gute Expression sowohl von A2A- als auch von A2B-Rezeptoren schließen lässt. 

 

5.3 Zusammenfassung und Diskussion 

Sowohl A2A- als auch A2B-Rezeptoren werden in den transfizierten CHO-K1-Zellen 

exprimiert, da sich sowohl EYFP als auch ECFP durch geeignete Laser anregen und 

darstellen lassen. Bei der Überlagerung der Bilder wird deutlich, dass es teilweise rote und 

grüne Bereiche gibt, in denen die A2B- und A2A-Rezeptoren einzeln vorliegen, zusätzlich aber 

auch orange-gelbe Bereiche, die eine Kolokalisation der A2B- und A2A-Rezeptoren bestätigen 

können (Abb. 5-3). 
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Da keine zusätzlichen Fluoreszenzfarbstoffe wie z. B. Plasmamembranmarker und 

Zellkernmarker für die Objekte verwendet wurden, gestaltet sich der Nachweis bestimmter 

Zellstrukturen und somit die genaue Lokalisation der Rezeptoren anhand der Bilder als 

schwierig. Da jedoch nahezu alle sekretorischen Proteine und Membranproteine zunächst am 

rauen ER gebildet werden, anschließend in das ER-Lumen gelangen von wo sie zum Golgi-

Apparat und anschließend in Vesikeln zu ihrem Bestimmungsort transportiert werden,
235

 ist es 

sehr wahrscheinlich, dass die beiden Adenosin-Rezeptor-Subtypen hauptsächlich im               

ER/Golgi-Apparat und in der Plasmamembran kolokalisiert vorliegen.  

Ein Nachteil des verwendeten retroviralen Transfektionssystems ist die Tatsache, dass kein 

Einfluss auf die Expression der einzelnen Rezeptoren genommen werden kann. So kann es 

aufgrund einer zu hohen Expression leicht zu einer Messung von Artefakten kommen. Des 

Weiteren gestaltet sich die retrovirale Doppeltransfektion als zeitaufwändig, nicht immer 

erfolgreich und zusätzlich zeigten die doppelt-transfizierten Zellen ein sehr langsames 

Wachstum. Zur weiteren Bestätigung eines A2A-A2B-Heterodimers mit nachfolgenden FRET- 

und BiFC-Experimenten, wurde deshalb eine transiente Transfektionsmethode mit Hilfe von 

Lipofectamin verwendet. 
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6 Fluorimetrische FRET-Experimente an doppelt-transfizierten              

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

 

6.1 Einleitung  

 

6.1.1 Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen 

Es ist heute allgemein akzeptiert, dass G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren nicht nur als 

Monomere sondern auch als Dimere oder oligomere Strukturen vorliegen können. Dabei 

weisen die Dimere/Oligomere häufig unterschiedliche biochemische und pharmakologische 

Eigenschaften im Vergleich zu den Monomeren auf, was allgemein die Diversität der 

Rezeptorfunktion und Signaltransduktion erhöht.
236

  

Um mögliche Dimere/Oligomere meist in künstlich erzeugten Zellsystemen zu identifizieren, 

wurden eine Reihe von biochemischen und biophysikalischen Methoden entwickelt. So zählt 

zu den biochemischen Methoden z. B. die Koimmunpräzipitation und die Analyse von 

Rezeptormutanten und Chimären und zu den biophysikalischen Methoden z. B. der 

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET), der Biolumineszenz-Resonanz-Energie-

Transfer (BRET), die Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementation (BiFC), die Lumineszenz-

Fluoreszenzkomplementation (BiLC),  die Fluoreszenz-Detektion nach dem Ausbleichen 

(FRAP) und die Immunfluoreszenzmikroskopie.
80

 Ein Nachteil der Koimmunpräzipitation 

stellt die Notwendigkeit der Lyse und Solubilisierung der Zellen dar. Dadurch könnten die 

beobachteten Dimere lediglich Solubilisierungsartefakte sein und deshalb kann daraus nicht 

unbedingt auf eine Dimerisierung in lebenden Zellen geschlossen werden.
237

  

Resonanz-Energie-Transfer-Studien sind relativ gut geeignet, um Protein-Protein- 

Interaktionen in lebenden Zellen auch in Echtzeit zu untersuchen.
238-239

 Somit können auch 

die kinetischen und dynamischen Eigenschaften wie z. B. die Konformationsänderungen in 

einem Rezeptor nach der Aktivierung durch einen Agonisten oder durch Interaktionen mit 

einem inversen Agonisten genauer untersucht werden.
240-241

 Bei der von Hoffmann et al. 

entwickelten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer Methode, liegt der Vorteil in einem 

relativ kleinen Tag, welches die Funktionalität der Rezeptoren weniger beeinflusst als die 

großen fluoreszierenden Proteine wie CFP oder YFP.
242

 Dabei wurde in der dritten 

intrazellulären Schleife des A2A-Rezeptors eine kurze Peptidsequenz eingefügt, die aus einem 

Prolin-Glycin-Motiv, flankiert von je zwei Cystein-Resten besteht (CCPGCC). Nach 

Expression des Rezeptors kann diese Sequenz ein kleines Fluorophor (FlAsH, Fluorescein 

Arsenical Hairpin Binder), welches durch die Membran diffundieren kann, binden. Die 
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Anregungs- und Emissionsmaxima sind bei diesem Fluorophor mit dem vom YFP 

vergleichbar, womit dieses in Kombination mit CFP (Donorfluorophor) am C-Terminus des 

A2A-Rezeptors als Akzeptorfluorophor für die Detektion von intramolekularen 

Rezeptorkonformationsänderungen durch eine Agonist-Stimulierung verwendet werden 

kann.
242

 Dabei ergab das CFP-FlAsH-System ein durch den Agonisten induziertes 5-fach 

höheres FRET-Signal bei ähnlicher Kinetik als das CFP-YFP-System. Weiterhin war die 

Fähigkeit des A2A-CFP-YFP-Systems, die Adenylatzyklase durch NECA stimulieren zu 

können, nahezu eliminiert während das A2A-FlAsH-CFP-System voll funktionsfähig war.
242

  

Das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) beruht allgemein auf der 

strahlungsfreien Energieübertragung eines angeregten Fluoreszenzmoleküls auf ein anderes. 

Die Grundlagen dazu wurden erstmals von Förster et al. 1948 beschrieben.
243

  

Für die Messung eines FRET werden zwei aufeinander abgestimmte Fluorophore benötigt, 

wobei einer als Donor- und einer als Akzeptorfluorophor wirkt. Eine Voraussetzung ist, dass 

das Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors überlappt.
237

 

Erfolgt ein Resonanzenergietransfer kann eine Abnahme der Emission des Donorfluorophors 

und eine Zunahme der Strahlungsemission des Akzeptors gemessen werden.  

 

 

Abb. 6-1: Grundprinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) (YFP: gelb fluoreszierendes 

Protein, CFP: Cyan fluoreszierendes Protein).
237
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Die FRET-Effizienz ist dabei von mehreren Faktoren abhängig. Die Emissionsbande des 

Donors sollte eine ausreichend große Überlappung mit der Anregungsbande des Akzeptors 

aufzeigen und beide Fluorophore sollten nur wenige Nanometer (<10 nm) voneinander 

entfernt sein, da die Intensität des FRET-Signals mit der 6. Potenz des Abstands beider 

Fluorophore abnimmt. Auch die räumliche Orientierung der Fluorophorpaare zueinander 

spielt eine entscheidende Rolle.
237

 Die Effizienz des Energietransfers (E) ist zusätzlich auch 

vom Förster-Radius (R0) des Fluorophorpaars abhängig. Dabei ist der Förster-Radius der 

Abstand zwischen beiden Fluorophoren, bei dem der Energieübertrag zu 50 % erfolgt.
243-244

  

 

 

Abb. 6-2: Abhängigkeit der FRET-Effizienz vom Abstand zwischen Donor- und Akzeptorfluorophor.
244

 

 

Für die Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von FRET wurde 

hauptsächlich das CFP-YFP-Donor-Akzeptorfluorophorpaar verwendet.
245-247

 Jedoch können 

auch andere aufeinander abgestimmte Fluorophorpaare wie z. B. GFP-YFP
248

 oder CFP-

DsRed / GFP-DsRed
249

 verwendet werden. Von Zimmermann et al. wurde ein neues GFP²-

EYFP-FRET-Paar entwickelt, welches eine verbesserte FRET-Effizienz im Vergleich zum 

CFP-YFP-Donor-Akzeptorfluorophorpaar aufweist.
250

 GFP² lässt sich bei 395 nm maximal 

anregen, wobei bei dieser Wellenlänge die Anregung von EYFP praktisch vernachlässigbar 

ist. Damit bietet sich dieses Paar für die FRET-Auswertung nach der „Sensitized-Emission“-

Methode (s. 9.14) an.
250

 

Um die Existenz von Rezeptordimeren/Oligomeren auch in nativen Geweben untersuchen zu 

können, wurden verschiedene Methoden entwickelt. So konnten Albizu et al. erstmals 

Oxytocin-Rezeptordimere im nativen Ratten-Milchdrüsengewebe nachweisen.
251

                 

Ihr experimenteller Ansatz beruht auf einer homogenen zeitauflösenden FRET-Strategie 

(HTRF), bei welcher die Rezeptoren mit Hilfe von selektiven fluoreszierenden Liganden 

markiert werden. Dabei findet der Energietransfer zwischen einem langlebigen Lanthanoid als 

Donor (z. B. Europium, Terbium) und einem dazu kompatiblen Akzeptorfluorophor                   
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(z. B. Alexa-647) statt. Nach einer kurzzeitigen Anregung des Donors mit einer relativ langen 

Fluoreszenzlebensdauer kann eine zeitverzögerte Messung der Akzeptorfluoreszenz erfolgen. 

Spezifische Fluoreszenz-markierte Liganden stellen somit ein gutes Werkzeug dar, um 

Rezeptordimere auch in nativen Geweben nachzuweisen. Des Weiteren haben sie den Vorteil 

einer geringeren Größe im Vergleich zu Antikörpern oder lumineszierenden Proteinen.
251

 

Trifilieff et al. konnten mit Hilfe eines „proximity ligation assays“ (PLA) die Existenz von 

A2A-D2-Rezeptorkomplexen im Mausstriatum bestätigen.
252

 Bei diesem experimentellen 

Ansatz werden zwei für das jeweilige Antigen (Rezeptoren) spezifische erste Antikörper 

sowie zwei spezifische zweite Antikörper gegen die ersten Antikörper benötigt. Die zweiten 

Antikörper sind jeweils mit einem kurzen DNA-Strang verlinkt. Nur wenn sich die zweiten 

Antikörper in räumlicher Nähe befinden (<16 nm), können die kurzen DNA-Stränge durch 

die Zugabe von zwei weiteren DNA-Oligonukleotiden miteinander interagieren. Nach einer 

enzymatischen Ligation der beiden zugegebenen Oligonukleotide erfolgt eine Amplifikation. 

Das kreisförmige Endprodukt kann dann durch die Zugabe von komplementären 

fluoreszierenden Oligonukleotiden sichtbar gemacht werden.
252

 

 

6.1.2  Mögliche Interaktionsflächen von dimeren Rezeptoren 

Nicht nur die Identifizierung von Dimeren/Oligomeren in künstlichen und nativen 

Zellsystemen ist ein Forschungsgebiet, auch ist es von Interesse, die genaue Struktur und auch  

die Interaktionsflächen von Dimeren/Oligomeren zu entschlüsseln. In einem theoretischen 

Modell konnten hauptsächlich die Transmembrandomänen 4 und 5 für die Interaktionsfläche 

von Homodimeren von GPCRs der Klasse A identifiziert werden.
109

 So konnte die 

Beteiligung der  Transmembrandomäne 4 an der Interaktionsfläche des D2-Homodimers 

bestätigt werden.
253-254

 Für den Adenosin-A2A-Rezeptor scheint die konservierte Aminosäure 

Met193 in der TM 5 von großer Bedeutung für eine Homodimerisierung zu sein.
255

 In einer 

weiteren Studie, konnte zusätzlich die Helix 1 als wichtig für die Homodimerisierung des 

A2A-Rezeptors identifiziert werden, sowie einige konservierte Aminosäuren in den Helices 1, 

2, 6 und 7, die für die Aufrechterhaltung des strukturellen Netzwerkes der A2A-Rezeptoren 

wichtig zu sein scheinen.
108

 Der lange C-Terminus des A2A-Rezeptors scheint dagegen nicht 

mit in eine A2A-Homodimerisierung involviert zu sein, da eine am C-Terminus deletierte 

Mutante des A2A-Rezeptors noch dazu fähig war, Dimere auszubilden.
103

 Im Gegensatz dazu 

scheint der C-Terminus des A2A-Rezeptors mit an einer Heterodimerisierung mit dem 

Dopamin-D2-Rezeptor beteiligt zu sein.
115, 256-257

 So gibt es Hinweise, dass eine Arginin-

reiche Domäne in der dritten intrazellulären Schleife des Dopamin-D2-Rezeptors durch 

elektrostatische Interaktionen mit einem spezifischen Motiv im C-Terminus des A2A-
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Rezeptors interagiert. In diesem Motiv scheint ein phosphoryliertes Serin374 besonders 

wichtig zu sein.
256

 So konnte eine einzelne Punktmutation (S374A) im C-terminalen Teil des 

A2A-Rezeptors die A2A-D2-Rezeptorheterodimerisierung reduzieren und damit die 

allosterische Modulation des D2-Rezeptors verhindern, was einen neuen therapeutischen 

Ansatz darstellen könnte.
256

 Auch scheinen die Transmembrandomänen 4 und 5 des 

Dopamin-D2-Rezeptors eine Rolle in der A2A-D2-Rezeptor-Interaktionsfläche zu spielen.
257

 

Weiterhin konnten die zusätzlich zur S374A eingeführten Mutationen der negativ geladenen 

Aspartate (D401A und D402A) die A2A-D2-Rezeptor-Heterodimerisierung noch drastischer 

reduzieren und eine antagonistische allosterische Modulation des D2-Rezeptors verhindern. 

Dies bestätigt zusätzlich eine elektrostatische Interaktion der dritten intrazellulären Schleife 

des D2-Rezeptors mit dem C-terminalen Teil des A2A-Rezeptors.
257

 

Aus der Kristallstruktur des CXCR4-Rezeptor-Dimers gebunden mit dem „small molecule-

Antagonisten“ IT1t konnten die extrazellulären Seiten von Helix 5 und 6 sowie hauptsächlich 

hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Aminosäuren als wichtig für die 

Interaktionsfläche des Dimers identifiziert werden.
22

 Zusätzlich zeigt die Kristallstruktur des 

CXCR4-Rezeptor-Dimers gebunden mit dem cyclischen-Peptid-Antagonisten CVX15 

Interaktionen zwischen den intrazellulären Enden von Helix 3 und 4 sowie der intrazellulären 

Schleife 2, welche hauptsächlich durch hydrophobe Interaktionen von Tyr135, Leu136, und 

His140 und Pro147-Seitenketten kontrolliert werden.
22

 Des Weiteren kann anscheinend die 

Bindung eines Liganden an das eine Protomer im Dimer strukturelle Änderungen in Helix 5 

des anderen Protomers hervorrufen, was in einer Modulation der Ligandaffinität an das zweite 

Protomer resultiert.
22

 Auch die Kristallstruktur des symmetrischen Maus-µ-Opioid-T4L-

Rezeptor-Dimers gebunden mit dem irreversiblen Antagonisten β-Funaltrexamin zeigt, dass 

für die Dimerinteraktionsfläche hauptsächlich die Transmembrandomänen 5 und 6 von 

Bedeutung sind.
28

 

 

Abb. 6-3: Extrazelluläre Aufsicht auf die Kristallstruktur des symmetrischen Maus-µ-Opioid-T4L-Rezeptor-

Dimers gebunden mit dem irreversiblen Antagonisten β-Funaltrexamin. Aminosäurereste die an der direkten 

oder indirekten Dimerinteraktionsfläche beteiligt sind, sind als blaue Kugeln dargestellt. Der Ligand ist in grün 

dargestellt.
28
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6.2 Expressionskontrolle der verwendeten Donor- und Akzeptorkonstrukte 

Um eine mögliche Interaktion von A2A- und A2B-Rezeptoren mit Hilfe von Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfer-Studien in CHO-K1-Zellen zu untersuchen, wurde als 

Donorfluorophor GFP² und als Akzeptorfluorophor EYFP verwendet. Beide Fluorophore 

wurden wie bei der stabil hergestellten CHO-hA2B-EYFP-hA2A-ECFP-Zelllinie (s. 5.2), 

jeweils am C-Terminus der verwendeten Rezeptoren angebracht, da diese Position die 

Funktionalität nicht beeinflusste.
115

  Die Kombination von GFP²-EYFP als FRET-Paar weist 

eine höhere FRET-Effizienz als CFP-YFP auf, da die Donoremission unter anderem nahezu 

vollständig mit der Akzeptoranregung überlappt. Weiterhin liegt das Anregungsmaximum 

von GFP² bei 395 nm, dieses kann leicht mit einem 405 nm Laser angeregt werden, wobei die 

Anregung des EYFP (Anregungsmaximum 514 nm) bei dieser Wellenlänge in dem von 

Zimmermann et al. verwendeten Filtersystem unter 1 % liegt.
250

  

 

 

Abb. 6-4: Anregungs- und Emissionsspektren von GFP² und YFP.
250

 

 

Ein Problem ist jedoch, dass die Emissionsspektren von Donor und Akzeptor signifikant 

überlappen. Dieses „Durchbluten“ der Donoremission in den FRET-Kanal sowie die mögliche 

Anregung von EYFP durch die Anregung des Donors, wurde wie in der  Gl. 9-2 beschrieben 

mit Hilfe der „Sensitized-Emission“-Methode aus dem gemessenen FRET-Signal subtrahiert. 

Da es für die nachfolgenden FRET-Experimente wichtig ist, eine relativ gute Expression aller 

zu testenden Rezeptoren zu erzielen, wurden Vorversuche mit einzeln transfizierten DNA-

Konstrukten durchgeführt. Somit können auch die einzusetzenden DNA-Mengen besser 
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abgeschätzt und zusätzlich kann die Funktion der Konstrukte überprüft werden. Als 

Positivkontrollen wurden ein GFP²-EYFP Fusionsprotein eingesetzt, bei welchem aufgrund 

des sehr kurzen Abstandes der Proteine zueinander (kurze Linkersequenz) ein relativ hohes 

FRET-Signal zu erwarten ist, sowie das schon mehrfach in der Literatur beschriebene 

Adenosin-A2A-Rezeptor-Homodimer.
103, 106-108

 Als Negativkontrolle wurde wie von Canals et 

al. und Gracia et al. beschrieben, der GABABR2-Rezeptor in Kombination mit dem A2A-

Rezeptor verwendet.
103, 107, 115

 GABAB-Rezeptoren gehören als GPCRs zu den metabotropen 

GABA-Rezeptoren, welche im zentralen Nervensystem den Neurotransmitter GABA                  

(γ-Aminobuttersäure) binden können. Dabei bewirken präsynaptische GABAB-Rezeptoren 

eine Abnahme der Calcium-Konzentration, was in einer reduzierten Transmitterfreisetzung 

aus der Präsynapse resultiert, während postsynaptische GABAB-Rezeptoren eine Aktivierung 

von Kalium-Kanälen hervorrufen können, was zu einem inhibitorischen postsynaptischen 

Potential führt.
258

 Funktionelle GABAB-Rezeptoren werden aus zwei Untereinheiten, den 

GABABR1 und GABABR2 gebildet, die durch eine Interaktion ihrer C-Termini miteinander 

verbunden sind.
259

 Die GABABR2-Untereinheit wird dabei auch in Abwesenheit der 

GABABR1-Untereinheit gut in der Plasmamembran exprimiert und ist teilweise funktionell 

(Gi-gekoppelt), während die GABABR1-Untereinheit in Abwesenheit von GABABR2 nicht an 

der Zelloberfläche exprimiert wird.
260

 So konnten Margeta-Mitrovic et al. zeigen, dass die 

GABABR1-Untereinheit durch ein C-terminales Retentionssignal im ER zurückgehalten 

wird.
261

 Nur die Koexpression des GABABR2-Rezeptors kann dieses Signal durch Bildung 

des Heterodimers maskieren, wodurch eine Expression des voll funktionsfähigen Komplexes 

in der Plasmamembran ermöglicht wird.
261

  

Für erste Vorversuche wurden die verwendeten EYFP-Akzeptorkonstrukte in verschiedenen 

DNA-Mengen transfiziert und mit einem Anregungsfilter von 500/10 nm und einem 

Emissionsfilter von 535/25 nm gemessen. Als Hintergrundkontrolle wurden untransfizierte 

CHO-K1-Zellen verwendet. Die gewählte Lampenenergie wurde bei 28000 festgelegt, da bei 

dieser Energie eine ausreichende Fluoreszenz gemessen werden konnte und eine Erhöhung 

keine weitere Verbesserung, sondern nur eine gleichzeitige Erhöhung der 

Hintergrundfluoreszenz bewirkte. Um ein Ausbleichen der Fluorophore auch nach 

mehrmaligen Messen zu verhindern, wurde eine relativ niedrige Zählzeit von 0,1 s pro Well 

verwendet. 
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Abb. 6-5: Relative Fluoreszenz der EYFP-Akzeptorkonstrukte einzeln transient exprimiert in CHO-K1- Zellen; 

Anregungsfilter 500/10 nm, Emissionsfilter 535/25 nm (n=2, ± SEM). 

 

Wie aus dem Balkendiagramm ersichtlich, lassen sich die für die FRET-Messungen 

benötigten EYFP-Akzeptorkonstrukte bei den entsprechenden Wellenlängen anregen, und 

steigende transfizierte DNA-Mengen führen allgemein zu einer steigenden Fluoreszenz, die 

mit einer steigenden Expression der Rezeptoren korreliert. Die Hintergrundfluoreszenz 

(CHO-K1-Zellen untransfiziert) ist in der für EYFP verwendeten spezifischen 

Filterkombination relativ gering (ca. 2000 Fluoreszenzeinheiten). Anhand der eingesetzten 

DNA-Mengen und der gemessenen Fluoreszenz wird deutlich, dass die Expression des A2B-

Rezeptors geringer ist als die des GABABR2- und des A2A-Rezeptors. Höhere eingesetzte 

DNA-Mengen von 6 µg des A2B-Rezeptors steigern dessen Expression nur geringfügig, 

während insbesondere beim A2A-Rezeptor eine deutliche Steigerung der Expression beim 

Einsatz von höheren DNA-Mengen zu verzeichnen ist. Auch das Fusionsprotein GFP²-YFP 

lässt sich auch bei relativ geringen zur Transfektion eingesetzten DNA-Mengen von 4 µg gut 

exprimieren (Abb. 6-5). 

 

Für die Fluoreszenzmessungen der einzeln transfizierten Donorkonstrukte wurde ein 

Anregungsfilter von 405/10 nm und ein Emissionsfilter von 510/10 nm verwendet. Alle 

weiteren Geräteeinstellungen wurden beibehalten.  
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Abb. 6-6: Relative Fluoreszenz der GFP²-Donorkonstrukte einzeln transient exprimiert in CHO-K1-Zellen; 

Anregungsfilter 405/10 nm, Emissionsfilter 510/10 nm (n=2, ± SEM). 

 

Auch die für die FRET-Experimente generierten Donorkonstrukte lassen sich alle bei der für 

GFP
2 

spezifischen Wellenlänge anregen und zeigen mit ansteigenden zur Transfektion 

eingesetzten DNA-Mengen auch eine ansteigende Fluoreszenz bzw. Rezeptorexpression. 

Auch hier scheint A2A-GFP² etwas besser als A2B-GFP² exprimiert zu werden, wobei bei einer 

DNA-Menge von >6 µg pro 6-Well, die Expression wieder abnimmt. Da außerdem die 

Hintergrundfluoreszenz (untransfizierte CHO-K1-Zellen) bei der für GFP² erforderlichen 

Filterkombination sehr hoch ist (ca. 23000 Fluoreszenzeinheiten für GFP²) müssen für weitere 

Experimente relativ hohe Donorfluorophor DNA-Mengen eingesetzt werden, um nach Abzug 

des Hintergrundes, noch eine verbleibende Fluoreszenz zu messen. Auch hier zeigt das GFP²-

YFP Fusionsprotein eine sehr gute Expression bei einer relativ niedrigen zur Transfektion 

eingesetzten DNA-Menge (Abb. 6-6). 

 

6.3 Bestimmung der FRET-Effizienz an doppelt-transfizierten CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

Wie in Kapitel 6.2 gezeigt, waren alle benötigten Rezeptorkonstrukte und auch das 

Fusionsprotein GFP²-YFP funktionell und zeigten eine relativ gute Expression. Um ein 

mögliches FRET-Signal zu messen, wurden verschiedenste Kombinationen von Donor- und 

Akzeptorfluorophor-DNA-Mengen ausgetestet. Für den Donor A2A-GFP² wurde sowohl in 

Kombination mit ansteigenden zur Transfektion eingesetzten DNA-Mengen von A2A-YFP 

(Positivkontrolle) als auch in Kombination mit ansteigenden DNA-Mengen von GABABR2-

YFP (Negativkontrolle) eine konstante DNA-Menge von 3.5 µg für die Transfektion 
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ausgewählt, da mit dieser Menge eine nach Abzug des Hintergrundes gute Fluoreszenz erzielt 

werden konnte. Da die Expression des A2B-Rezeptors generell niedriger als die des A2A-

Rezeptors erschien (Abb. 6-5, Abb. 6-6), wurde von diesem eine konstante Donor-DNA-

Menge von 4,5 µg A2B-GFP² in Kombination mit steigenden DNA-Mengen von A2A-YFP zur 

transienten Transfektion verwendet. Alle Rezeptorkombinationen wurden in den gewählten 

DNA-Mengen transfiziert, und zur Berechnung der Korrekturfaktoren (CoB und CoA) 

wurden GFP² und EYFP je einzeln transfiziert, sowie auch 3 µg DNA des GFP²-YFP 

Fusionsproteins. Nach der Transfektion wurden alle Proben in allen drei Filterkombinationen 

(GFP²: Anregung 405/10 nm und Emission 510/10 nm, FRET: Anregung  405/10 nm und 

Emission 535/25 nm, EYFP: Anregung 500/10 nm, Emission 535/25 nm) gemessen und wie 

mit Gl. 9-2 und Gl. 9-3 beschrieben ausgewertet. 

Wie bei der Positivkontrolle zu erkennen, wurden sowohl A2A-GFP² als auch A2A-YFP gut 

exprimiert, und zusätzlich konnte eine steigende Fluoreszenz bzw. Expression von A2A-YFP 

mit steigenden zur Transfektion eingesetzten DNA-Mengen beobachtet werden. Auch das 

GFP²-YFP Fusionsprotein zeigt mit einer im Vergleich zu den Rezeptoren relativ geringen 

eingesetzten DNA-Menge von 3 µg eine sehr gute Expression (Abb. 6-7). 
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Abb. 6-7: Relative Fluoreszenz von konstanten Mengen an A2A-GFP² (3,5 µg) kotransfiziert mit ansteigenden 

Mengen von A2A-YFP in CHO-K1-Zellen.  GFP²: Anregungsfilter 405/10 nm, Emissionsfilter 510/10 nm, YFP: 

Anregungsfilter 500/10 nm, Emissionsfilter 535/25 nm  (n= 8-12, ± SEM). 

 

Für die Berechnung des normalisierten FRET-Signals wurde  Gl. 9-3 verwendet, welche 

Fluktuationen von Donor- und Akzeptorkonzentrationen mit berücksichtigt.
262
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Abb. 6-8: Normalisierte FRET-Signale für die Kotransfektion von konstanten Mengen an A2A-GFP² (3,5 µg) mit 

ansteigenden Mengen von A2A-YFP, sowie des Fusionsproteins GFP²-YFP (n=8-11, ± SEM). 

 

Es wird deutlich, dass ein Energietransfer stattfindet und eine FRET-Effizienz von 

durchschnittlich ca. 0,2 zwischen A2A-Rezeptoren gemessen werden kann. Mit steigenden 

transfizierten A2A-YFP-Mengen scheint eine leichter Anstieg der FRET-Effizienz feststellbar, 

jedoch sinkt diese mit 2,5 µg transfizierter DNA-Menge von A2A-YFP wieder etwas ab. Das 

Fusionsprotein GFP²-YFP zeigt eine relativ hohe FRET-Effizienz von 0,444 ± 0,038        

(Abb. 6-8). 

 

Auch die transfizierten Rezeptorkombinationen für die Negativkontrolle zeigen eine gute 

Fluoreszenz bzw. Expression von A2A-GFP² (3,5 µg) sowie auch von GABABR2-YFP. 

Zusätzlich kann eine steigende YFP-Fluoreszenz bzw. GABABR2-Expression bei steigenden 

transfizierten DNA-Mengen des Akzeptorkonstruktes GABABR2-YFP beobachtet werden 

(Abb. 6-9). 
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Abb. 6-9: Relative Fluoreszenz von konstanten Mengen an A2A-GFP² (3,5 µg) kotransfiziert mit ansteigenden 

Mengen von GABABR2-YFP in CHO-K1-Zellen.  GFP²: Anregungsfilter 405/10 nm, Emissionsfilter 510/10 

nm, YFP: Anregungsfilter 500/10 nm, Emissionsfilter 535/25 nm  (n= 8-12, ± SEM). 

 

Trotz insgesamt guter Expression der Donor- als auch der Akzeptorkonstrukte konnte in der 

Negativkontrolle nur eine sehr geringe FRET-Effizienz zwischen dem A2A- und dem 

GABABR2-Rezeptor gemessen werden (Abb. 6-10). 
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Abb. 6-10: Normalisierte FRET-Signale für die Kotransfektion von konstanten Mengen an A2A-GFP² (3,5 µg) 

mit ansteigenden Mengen GABABR2-YFP, sowie des Fusionsproteins GFP²-YFP (n=7-9, ± SEM). 

 

Die Kotransfektion der A2A- und A2B-Rezeptoren zeigt sowohl eine relativ gute Expression 

der A2B-Rezeptoren (4,5 µg), als auch eine gute Expression der A2A-Rezeptoren. Mit 
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steigenden transfizierten DNA-Mengen kann auch in diesen Experimenten eine ansteigende 

YFP-Fluoreszenz des Akzeptorkonstruktes A2A-YFP gemessen werden, was mit einer 

steigenden Expression korreliert (Abb. 6-11). 
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Abb. 6-11: Relative Fluoreszenz von konstanten Mengen an A2B-GFP² (4,5 µg) kotransfiziert mit ansteigenden 

Mengen von A2A-YFP in CHO-K1-Zellen.  GFP²: Anregungsfilter 405/10 nm, Emissionsfilter 510/10 nm, YFP: 

Anregungsfilter 500/10 nm, Emissionsfilter 535/25 nm  (n=8-12, ± SEM). 

 

Es wird deutlich, dass ein Energietransfer zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren stattfindet und 

eine FRET-Effizienz von durchschnittlich ca. 0,15 gemessen werden kann. Mit steigenden 

transfizierten A2A-YFP Mengen scheint eine leichter Anstieg der FRET-Effizienz feststellbar, 

jedoch sinkt diese mit mehr als 1,25 µg vom A2A-YFP wieder ab (Abb. 6-12).  
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Abb. 6-12: Normalisierte FRET-Signale für die Kotransfektion von konstanten Mengen an A2B-GFP² (4,5 µg) 

mit ansteigenden Mengen A2A-YFP, sowie des Fusionsproteins GFP²-YFP (n=7-11 ± SEM). 

 

Vergleicht man die gemessenen FRET-Effizienzen, so wird deutlich, dass in der 

Negativkontrolle in allen verschiedenen transfizierten DNA-Mengen von Donor- und 

Akzeptorfluorophor, trotz guter Expression beider Rezeptoren, eine geringere FRET-Effizienz 

gemessen wird, als zwischen A2A-Rezeptoren und zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren            

(Abb. 6-8, Abb. 6-10, Abb. 6-12). 

 

Bei den Kotransfektionen von Donor- und Akzeptorkonstrukten, können allgemein nur in 

etwa die Expressionen der Akzeptorkonstrukte untereinander verglichen werden, da das 

gemessene Donorsignal je nach dem Grad der Bildung von Dimeren entsprechend gequencht 

wird. Für den Vergleich und die Berechnung der Signifikanzen wurde die Menge von 3,5 µg 

A2A-GFP
2
 + 3,5 µg GABABR2-YFP und A2B-GFP² 4,5 µg + 1,5 µg A2A-YFP ausgewählt, da 

die YFP-Fluoreszenz von 3,5 µg GABABR2-YFP in etwa vergleichbar mit 1,5 µg A2A-YFP 

ist (Abb. 6-9, Abb. 6-11). Vom A2A-Rezeptor wurde die Menge von 3,5 µg A2A-GFP
2 

+ 1,5 

µg A2A-YFP zum Vergleich herangezogen, da dabei die gleiche DNA-Menge A2A-YFP wie in 

Kombination mit A2B-GFP² eingesetzt wurde.  
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Abb. 6-13:  Vergleich der normalisierten FRET-Effizienzen (n=9, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Da der A2B-Rezeptor wie in Kapitel 6.2  gezeigt, etwas geringer als der A2A-Rezeptor 

exprimiert wurde, könnte auch die Menge von 4,5 µg A2B-GFP² in der Zelle in etwa 

vergleichbar mit den Mengen von 3,5 µg A2A-GFP² sein.  

Das Fusionsprotein GFP²-YFP zeigt die höchste FRET-Effizienz (0,444 ± 0,038) gefolgt von 

dem A2A-Homodimer (0,227 ± 0,032) und den A2A-A2B-Rezeptoren (0,161 ± 0,012) während 

die Negativkontrolle A2A-GABABR2 (-0,008 ± 0,033) keinen Energietransfer aufweist             

(Abb. 6-13). 

 

6.3.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Alle für die FRET-Versuche verwendeten Rezeptorkonstrukte und insbesondere das 

Fusionsprotein GFP²-YFP zeigen eine gute Expression. Dabei ist die A2A-Rezeptor- 

Expression am höchsten, gefolgt vom GABABR2-Rezeptor und die geringste Expression 

scheint der A2B-Rezeptor aufzuweisen (Abb. 6-5). Dies ist in etwa vergleichbar mit den 

Ergebnissen von Moriyama et al., welche in transfizierten HEK-AD-293-Zellen eine 

geringere Oberflächenexpression des A2B-Rezeptors im Vergleich zum A2A-Rezeptor 

nachweisen konnten. Ein Großteil des A2B-Rezeptors schien dabei im Proteasom abgebaut zu 

werden.
112

 Bei der Kotransfektion der zu untersuchenden Rezeptorkonstrukte wird deutlich, 

dass in der Positivkontrolle GFP2-YFP in allen Versuchen eine höhere FRET-Effizienz 

gemessen wird als bei der Verwendung der Rezeptorkonstrukte (Abb. 6-13). Zum einen zeigt 

das Fusionsprotein auch schon mit relativ geringen eingesetzten  DNA-Mengen von 3 µg eine 

sehr gute Expression und zum anderen befinden sich GFP² und EYFP in großer räumlicher 

Nähe, da beide Proteine nur durch eine sehr kurze Linkersequenz von wenigen Aminosäuren 
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voneinander getrennt sind. Die gemessene FRET-Effizienz von  0,444 ± 0,038 liegt dabei in 

einem ähnlichen Bereich wie die von Canals et al. für das GFP
2
-YFP Fusionsprotein bestimmt 

(0,52).
103

 Die Positivkontrolle des A2A-Homodimers zeigt eine FRET-Effizienz von               

0,227 ± 0,032 welche ebenfalls in etwa mit der von Canals et al. gemessenen von 0,28 

korreliert.
103

 Je nach dem verwendeten Filtersystem können die Werte dabei auch etwas 

variieren. Im Gegensatz dazu zeigt die Negativkontrolle trotz guter Expression sowohl von 

A2A- als auch von GABABR2-Rezeptoren in allen in Kombination zur Transfektion 

eingesetzten DNA-Mengen nur eine geringfügige FRET-Effizienz (Abb. 6-9, Abb. 6-10). 

Auffällig ist, dass bei einer eingesetzten Donormenge von 3,5 µg A2A-GFP² in Kombination 

mit dem GABABR2-YFP-Rezeptor eine deutlich höhere GFP²-Fluoreszenz gemessen wird, 

als die gleiche Menge A2A-GFP² (3,5 µg) in Kombinationen mit dem A2A-YFP-Rezeptor 

(Abb. 6-9, Abb. 6-7). Da es zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren zu nahezu keinem 

Energietransfer kommt, wird die Fluoreszenz des Donors nicht gequencht und ist damit im 

Vergleich zu dem A2A-Homodimer höher, bei dem ein Energietransfer stattfindet was in einer 

Abnahme der Donorfluoreszenz resultiert. Des Weiteren könnten auch die gewählten 

Kombinationen der Rezeptorkonstrukte jeweils eine unterschiedliche Expression aufweisen, 

da z. B. eine DNA eventuell sequenzabhängig in Kombination besser von den Zellen  

aufgenommen wird als die andere. Zwischen den A2A- und A2B-Rezeptoren kann im 

Vergleich zur Negativkontrolle eine nahezu gleichbleibende FRET-Effizienz in allen zur 

Transfektion eingesetzten DNA-Mengenkombinationen von ca. 0,15 gemessen werden    

(Abb. 6-12), was die Bildung eines A2A-A2B-Heterodimers wahrscheinlich werden lässt. 

Zumindest befinden sich beide Rezeptoren in räumlicher Nähe (<10 nm). Mit der Zugabe von 

mehr A2A-YFP steigt die FRET-Effizienz nur etwas an und nimmt bei höheren DNA-Mengen 

wieder ab (Abb. 6-12), da hier anscheinend schon eine Sättigung erreicht ist und nicht mehr 

Dimere durch die Zugabe von mehr Akzeptor-DNA gebildet werden. Vielmehr sterben die 

Zellen bei zu hohen eingesetzten DNA-Mengen (>8-9 µg DNA pro 6-Well) ab. Sehr 

wahrscheinlich werden insgesamt auch mehr A2A-Homodimere als A2A-A2B-Heterodimere 

gebildet oder die Struktur des A2A-Homodimeres bringt beide C-terminalen Fluorophore in 

größere räumliche Nähe als die Struktur des A2A-A2B-Heterodimers, da die FRET-Effizienz 

des A2A-Homodimers signifikant höher als die des A2A-A2B-Heterodimers ist (Abb. 6-13). 

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass im Vergleich zur Negativkontrolle ein 

signifikant höherer Energieübertrag zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren gemessen werden 

kann, der eine Heterodimerbildung wahrscheinlich macht. Ein Schluss auf die Funktionalität 

der Rezeptordimere kann mit diesem Versuchsansatz auch durch eine eventuelle Zugabe von 
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Agonisten nicht direkt gegeben werden, da bei dieser fluorimetrischen Messung nicht 

zwischen Proteininteraktionen in der Plasmamembran oder in intrazellulären Kompartimenten 

unterschieden werden kann. Dafür müssten z. B. zeitauflösende FRET-Studien am konfokalen 

Mikroskop durchgeführt werden, wo ein Bereich in der Plasmamembran spezifisch 

ausgewählt werden könnte. 

 

6.4 Bestimmung der FRET-Effizienz einer hA2A-Rezeptor-Mutante mit verkürztem  

C-Terminus in Kombination mit dem A2B-Rezeptor 

Da der C-Terminus des A2A-Rezeptors nicht an einer Homodimerisierung zwischen A2A-

Rezeptoren,
103

 wohl aber an einer Heterodimerisierung zwischen A2A- und D2-Rezeptoren
115

 

beteiligt zu sein scheint, wurde, um die Struktur des A2B-A2A-Heterodimers näher zu 

untersuchen, eine Mutante des humanen A2A-Rezeptors mit verkürztem C-Terminus            

(A2A-1-293R) generiert. Als Positivkontrollen wurden wie in Abschnitt 6.2 beschrieben das 

A2A-Homodimer sowie das GFP²-YFP-Fusionsprotein, und als Negativkontrolle der 

GABABR2-Rezeptor in Kombination mit dem A2A-Rezeptor verwendet. Als Donorkonstrukt 

wurden 4,5 µg von A2B-GFP² in Kombination mit ansteigenden Mengen von hA2A-1-293R-

YFP, und für die Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden je 3 µg von A2A-GFP² in 

Kombination mit ansteigenden Mengen an A2A-YFP oder ansteigenden Mengen an 

GABABR2-YFP verwendet (Abb. 6-14). 
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Abb. 6-14: Relative Fluoreszenz von konstanten Mengen an A2B-GFP² (4,5 µg) kotransfiziert mit ansteigenden 

Mengen von A2A-1-293R-YFP; oder konstante Mengen von A2A-GFP² (3 µg) kotransfiziert mit ansteigenden 

Mengen von A2A-YFP oder von GABABR2-YFP in CHO-K1-Zellen. GFP²: Anregungsfilter 405/10 nm, 

Emissionsfilter 510/10 nm, YFP: Anregungsfilter 500/10 nm, Emissionsfilter 535/25 nm   (n=13-14, ± SEM). 
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Es wird deutlich, dass die Mutante des humanen A2A-Rezeptors eine gute Expression 

aufweist, da mit ansteigenden zur Transfektion eingesetzten Akzeptor-DNA-Mengen von 

A2A-1-293R-YFP eine ansteigende YFP-Fluoreszenz gemessen werden kann. Dabei scheint 

die Expression des A2A-Wildtyp-Rezeptors geringfügig besser zu sein, da ca. 1,5 µg von                 

A2A-1-293R-YFP benötigt werden, um eine vergleichbare YFP-Fluoreszenz wie mit 1 µg 

A2A-YFP hervorzurufen. Der GABABR2-YFP-Rezeptor zeigt mit etwa 3,5 µg eingesetzter 

DNA-Menge eine vergleichbare YFP-Fluoreszenz wie 1,5 µg von A2A-1-293R-YFP             

(Abb. 6-14). Auch hier kann kein Vergleich über die Expression der Donorfluorophore 

angestellt werden, da bei der Koexpression je nach dem Grad der Bildung von Dimeren die 

Donoremission gequencht wird. Vergleicht man die berechneten FRET-Effizienzen, so wird 

deutlich, dass in der Negativkontrolle in allen mit verschiedenen DNA-Mengen von Donor- 

und Akzeptorfluorophor transfizierten Zellen, trotz guter Expression sowohl von A2A- als 

auch von GABABR2-Rezeptoren, nahezu keine FRET-Effizienz gemessen werden kann, wohl 

aber zwischen A2A-Rezeptoren und zwischen A2A-1-293R und A2B-Rezeptoren (Abb. 6-15). 
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Abb. 6-15: Normalisierte FRET-Signale für die Kotransfektion von konstanten Mengen an A2B-GFP² (4,5 µg) 

mit ansteigenden Mengen von A2A-1-293R-YFP; oder von konstanten Mengen an A2A-GFP² (3 µg) kotransfiziert 

mit ansteigenden Mengen von A2A-YFP oder von GABABR2-YFP sowie des Fusionsproteins GFP²-YFP 3 µg 

(n=9-14, ± SEM). 

 

Zwischen A2B- und A2A-1-293R kann eine FRET-Effizienz von durchschnittlich ca. 0,25 

gemessen werden, die mit höher eingesetzten Mengen von A2A-1-293R etwas ansteigt und mit 

2,5 µg eingesetzter DNA-Menge wieder abfällt. Die FRET-Effizienzen zwischen A2A-

Rezeptoren von durchschnittlich 0,18 und des GFP²-YFP Fusionsproteins von ca. 0,50  sind in 
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etwa vergleichbar mit den in Kapitel 6.3 gemessenen Werten (Abb. 6-15). Für den Vergleich 

und die Berechnung der Signifikanzen wurden die Mengen von 3 µg A2A-GFP
2
 + 3,5 µg 

GABABR2-YFP,  A2B-GFP² 4,5 µg + 1,5 µg A2A-1-293R-YFP und 3 µg A2A-GFP
2
 + 1 µg 

A2A-YFP herangezogen (Abb. 6-16), da die YFP-Fluoreszenzen der Rezeptoren mit diesen 

Mengen und somit die Expressionen in etwa vergleichbar sind (Abb. 6-14). Wie in Abb. 6-6 

gezeigt, ist die Expression des A2A-Rezeptors etwas höher als die des A2B-Rezeptors, 

weswegen eine höhere Donorkonstruktmenge von 4,5 µg A2B-GFP
2 

im Vergleich zu 3 µg 

A2A-GFP
2
 eingesetzt wurde. 

 

G
FP²-Y

FP 

-Y
FP 

2A

-G
FP² +

 A

2A
 A

R
2-

YFP

B

-G
FP² +

 G
A
B
A

2A
 A

1-
29

3R
-Y

FP

2A
-

-G
FP² +

 A

2B
 A

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

***

***

N
F

R
E

T

 

Abb. 6-16: Vergleich der normalisierten FRET-Effizienzen (n=10, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Das Fusionsprotein GFP²-YFP zeigt die höchste FRET-Effizienz (0,501 ± 0,030) gefolgt von 

den A2A-1-293R-A2B-Rezeptoren (0,244 ± 0,030) und dem A2A-Homodimer (0,134 ± 0,040) 

während die Negativkontrolle A2A-GABABR2 (-0,010 ± 0,034) keinen Energietransfer 

aufzeigt (Abb. 6-16). 

 

6.4.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Auch die verkürzte C-Terminus Mutante des humanen A2A-Rezeptors zeigt eine gute 

Expression, die insgesamt etwas geringer als die des Wildtyp-A2A-Rezeptors ausfällt        

(Abb. 6-14). Weiterhin kann auch zwischen dem mutierten A2A- und dem A2B-Rezeptor ein 

Energieübertrag gemessen werden, während zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren trotz 

guter Expression und in allen Kombinationen von transfizierten DNA-Mengen nur ein 

vernachlässigbarer Energieübertrag gemessen werden kann (Abb. 6-15). Der C-Terminus des 

humanen A2A-Rezeptors scheint somit nicht entscheidend für eine Heterodimerisierung mit 
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dem A2B-Rezeptor zu sein. Des Weiteren ist die gemessene FRET-Effizienz in diesen 

Versuchen zwischen der A2A-Rezeptor-Mutante und dem A2B-Rezeptor signifikant höher als 

zwischen dem A2A-Homodimer (Abb. 6-16), was entweder einen Anstieg der 

Heterodimerisierung aufgrund der Mutation vermuten lässt, oder aber die Struktur des A2A-

A2B-Heterodimers wird durch das Fehlen des C-Terminus so verändert, dass die beiden 

Rezeptoren in größere räumliche Nähe gebracht werden können. Moriyama et al. konnten 

zeigen, dass ein spezielles Transportsignal im C-Terminus des A2A-Rezeptors notwendig ist, 

um den A2B-Rezeptor vermehrt an die Zellmembran zu bringen.
112

  Dadurch kann jedoch 

nicht auf fehlende Heterodimerbildung beim Fehlen des A2A-C-Terminus geschlossen 

werden, da sich Rezeptorinteraktionen auch schon im ER/Golgi-Apparat ausbilden können.
263

 

Weiter spekulierten die Autoren, dass nicht ausschließlich die C-Termini von A2A- und A2B-

Rezeptoren in eine Interaktion involviert sind, sondern das wahrscheinlich auch die 

Transmembrandomänen an der Dimer-Interaktionsfläche beteiligt sind.
112

 

Canals et al. konnten zeigen, dass der C-Terminus des A2A-Rezeptors nicht an einer 

Homodimerisierung beteiligt ist.
103

 Da humane A2A- und A2B-Rezeptoren zu 56 % identisch 

sind,
264

 könnten ähnliche Interaktionsflächen wie beim A2A-Homodimer wahrscheinlich sein, 

die somit auch eine Beteiligung des A2A-Rezeptor-C-Terminus im A2A-A2B-

Rezeptorheterodimer ausschließen. 

Des Weiteren scheint der C-Terminus des A2A-Rezeptors hauptsächlich als Kontaktstelle für 

spezifische Interaktionen mit anderen Proteinen wie z. B. für G-Protein-Rezeptor-gekoppelte 

Kinasen oder für β-Arrestine genutzt zu werden.
265

 Im Vergleich zu den anderen 

Adenosinrezeptor-C-Termini fehlt dem C-Terminus des A2A-Rezeptors jedoch ein 

konserviertes Cystein, an welches posttranslational eine Palmitinsäure angehängt wird. Diese 

Palmitoylierung dient zur Vermittlung von weiteren Protein-Protein-Interaktionen und für 

eine Verankerung in der Plasmamembran.
265

 Durch das Fehlen dieses Lipidankers, wird die 

Flexibilität des A2A-C-Terminus erhöht,
265

 und auch eine Proteininteraktion mit weiteren 

Rezeptoren erscheint dadurch unwahrscheinlicher.  

Schließlich konnte mit diesem Experiment auch die Bildung des A2B-A2A-Heterodimers 

zusätzlich erhärtet werden, da das YFP durch den verkürzten C-Terminus des A2A-Rezeptors 

nicht mehr so flexibel rotieren kann, um zufällig ohne eine echte Interaktion in die Nähe des 

GFP
2 

am C-Terminus des A2B-Rezeptors gebracht zu werden. 
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7 Fluorimetrische BiFC-Experimente an doppelt-transfizierten              

CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

 

7.1 Einleitung  

 

7.1.1 Prinzip der Bimolekularen-Fluoreszenzkomplementation 

Zur Untersuchung von Proteininteraktionen in lebenden Zellen, können nicht nur Resonanz-

Energie-Transfer-Studien wie FRET oder BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-

Transfer) herangezogen werden, sondern auch Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementations-

Experimente (BiFC) oder Bimolekulare-Lumineszenzkomplementations-Experimente 

(BiLC).
266

 Das Grundprinzip der Bimolekularen-Fluoreszenzkomplementation (BiFC) besteht 

darin, dass zwei verschiedene Fragmente eines fluoreszierenden Proteins an die zwei zu 

untersuchenden Proteine angefügt werden. Beide Fragmente weisen dabei keine eigene 

Fluoreszenz auf. Befinden sich die Proteine in räumlicher Nähe, so kann eine 

Zusammenlagerung der Fragmente zu einem funktionsfähigen fluoreszierenden Protein 

erfolgen (Abb. 7-1).
267

  

Das Auftreten der Fluoreszenz liefert somit einen direkten Hinweis auf eine Interaktion und 

auch auf deren Lokalisation. 

 

 

Abb. 7-1: Grundprinzip der Bimolekularen-Fluoreszenzkomplementation (BiFC).
267

 

 

Es können verschiedenste Fragmente von fluoreszierenden Proteinen eingesetzt werden. Für 

die meisten BiFC-Experimente bieten sich verkürzte Versionen des EYFP-Proteins an, 

welches in ein N-terminales Fragment YN155 (AS 1-154) und ein C-terminales Fragment 

C155 (AS 155-238) unterteilt werden kann. Diese produzieren nach einer spezifischen 

Interaktion gute Fluoreszenzsignale mit einer relativ geringen Hintergrundfluoreszenz bei 

Proteinen, die nicht miteinander interagieren.
268

 Des Weiteren können auch andere 

Splittvarianten von YFP, z. B. YN173 (AS 1-172), YC173 (AS 172-238) und auch andere 
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fluoreszierende Proteine wie z. B. Venus eingesetzt werden. Dieses Protein besitzt nach einer 

spezifischen Komplementation eine höhere Fluoreszenz, jedoch auch eine höhere 

Hintergrundfluoreszenz in den Negativkontrollen.
268

 

Tab. 7-1 gibt eine Übersicht über die möglichen Kombinationen der Fragmente von 

fluoreszierenden Proteinen für BiFC-Experimente.
268

 

 

Tab. 7-1: Kombinierte Fragmente von fluoreszierenden Proteinen für BiFC-Experimente.
268

 

 

 

Es können nicht nur verschiedene Kombinationen von Fragmenten von fluoreszierenden 

Proteinen verwendet werden, sondern auch die Positionen, in welchen die Fragmente an die 

zu untersuchenden Proteinen angebracht werden, sind für eine mögliche Komplementation 

entscheidend. Je nachdem, wie die Struktur einer Proteininteraktion beschaffen ist, können 

acht verschiedene Fragmentkombinationen je am Amino- und/oder Carboxyterminus der 

Proteine auf eine mögliche Komplementation hin untersucht werden.
268

 Dabei ist auch die 

Linkersequenz zwischen dem Protein und dem Fragment wichtig, da diese flexibel und lang 

genug sein sollte, um eine maximale Mobilität zu gewährleisten.
268

 

Hu et al. verwendeten die Transkriptionsfaktoren Jun (bJunYN) und Fos (bFosYC) der bZip-

Familie als Modellsysteme, um die Proteininteraktionen in lebenden Zellen mit Hilfe von 

BiFC zu untersuchen.
269

 So konnte nach einer Heterodimerisierung der 

Transkriptionsfaktoren eine YFP-Fluoreszenz im Zellkern gemessen werden, während eine 

Leucin-Zipper-Mutante von Fos (bFosΔZipYC) in Kombination mit bJunYN nahezu keine 

Fluoreszenz mehr aufwies. Damit konnte unter anderem die Anwendbarkeit des BiFC-Assays 

für die Identifizierung von Proteininteraktionen in lebenden Zellen bestätigt werden.
269

 

Auf dem Forschungsgebiet der Adenosinrezeptoren konnte kürzlich unter anderem mit Hilfe 

von BiFC-Experimenten eine Homodimerisierung des humanen Adenosin-A3-Rezeptors in 
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CHO-Zellen gezeigt werden.
110

 Auch das bereits gut untersuchte A2A-D2-Rezeptor 

Heterodimer konnte mit BiFC-Experimenten nachgewiesen werden.
105

 Des Weiteren ist eine 

Kombination von BiFC-Experimenten mit Resonanz-Energie-Transfer-Studien möglich, um 

oligomere Rezeptorstrukturen zu identifizieren.
104, 106, 262

 

Um die Heterodimerisierung von A2A- und A2B-Rezeptoren weiter zu bestätigen, wurden im 

folgenden BiFC-Experimente etabliert. Diese haben gegenüber von FRET-Experimenten den 

Vorteil, dass eine mögliche Proteininteraktion mit nur einem Anregungs- und Emissionsfilter 

für das entsprechende verwendete fluoreszierende Protein direkt gemessen werden kann. 

Damit ist die Methode sehr sensitiv und kann auch zur Detektion von relativ geringen 

Signalen für Proteininteraktionen z. B. bei einer geringen Proteinexpression der 

Interaktionspartner eingesetzt werden.
270

 Ein Nachteil des BiFC-Assays ist jedoch, dass keine 

Messungen der Proteinassoziationen in „Echtzeit“ möglich sind, da nach der 

Zusammenlagerung der Fragmente die Maturation des Chromophors zeitverzögert erfolgt. So 

ist z. B. für die funktionelle Ausbildung des EYFP eine Inkubation der Zellen bei 30°C 

notwendig. Auch ist die einmal gebildete Tertiärstruktur des fluoreszierenden Proteins nicht 

mehr reversibel, was aber für die Detektion von transienten Interaktionen von Vorteil sein 

kann.
270

  

Eine mögliche Heterodimerdissoziation z. B. durch die Zugabe eines spezifischen Agonisten 

für einen Rezeptor im Heterodimer,  könnte mit diesem System somit nicht gemessen werden. 

 

7.2 Bestimmung der relativen EYFP-Fluoreszenz an doppelt-transfizierten               

CHO-hA2B-hA2A-Zellen und Überprüfung der Proteinexpression  

Um die Heterodimerisierung zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren auch mit diesem 

Assaysystem zu bestätigen, wurden verschiedenste Rezeptorkonstrukte konstruiert.               

So wurden die Fragmente des EYFP-Proteins YN155 (AS 1-154) und YC155 (AS 155-238) 

in Kombination für die BiFC-Experimente ausgewählt und jeweils an den C-Terminus der zu 

untersuchenden Rezeptoren angebracht. Weiterhin wurde an die Rezeptorkonstrukte mit 

YC155 ein HA-Tag (Antikörper anti HA) am N-Terminus angefügt, um die Expression der 

Rezeptoren mit Hilfe von Western Blots auch bei einer Koexpression getrennt überprüfen zu 

können. Der für die Detektion der YN155-Konstrukte verwendete monoklonale Antikörper 

anti GFP (Covance, MMS-118P) erkennt dabei nur diese und nicht die YC155 Konstrukte.
271

   

Des Weiteren wurden die Rezeptorkonstrukte mit einem langen Linker (L) Aminosäuren: 

APVRPACKIPNDLKQKVMNHGS oder einem kurzen Linker (S) Aminosäuren: 

APVRSIATGS zwischen Rezeptor und YFP-Hälfte ausgestattet, da diese Linker aufgrund 
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ihrer Flexibilität eine unabhängige Bewegung der Proteine sowie der beiden YFP-Fragmente 

ermöglichen. Die Linkersequenzen RPACKIPNDLKQKVMNH und RSIAT sind dabei schon 

mehrfach erfolgreich für BiFC-Experimente verwendet worden.
267

 

Für die Messung der EYFP-Fluoreszenz wurde ein Anregungsfilter von 500/10 nm und ein 

Emissionsfilter von 535/25 nm verwendet. Als Positivkontrolle wurde wie in den FRET-

Experimenten auch, das A2A-Homodimer und als Negativkontrolle wurde der A2A-Rezeptor in 

Kombination mit dem GABABR2-Rezeptor verwendet. Als Kontrolle für das Funktionieren 

des BiFC-Assays wurden die von Prof. Dr. Kerppola freundlicherweise zur Verfügung 

gestellten DNA-Konstrukte der Transkriptionsfaktoren bJunYN155 und HA-bFosYC155 in 

Kombination verwendet. Um zunächst eine mögliche Eigenfluoreszenz der für die 

Experimente verwendeten Rezeptorkonstrukte auszuschließen, wurden diese in relativ hohen 

Mengen einzeln in CHO-K1-Zellen transfiziert.  
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Abb. 7-2: Relative EYFP-Fluoreszenz der einzeln transfizierten Transkriptionsfaktoren und der 

Rezeptorkonstrukte (n=7-8, ± SEM) sowie Überprüfung der Expression mit Hilfe von Western Blots.    Jun-

NYFP: ca. 32 kDa, HA-Fos-CYFP: ca. 24 kDa, A2A-L-NYFP: ca. 65 kDa, HA-A2A-S-CYFP: ca. 56 kDa, A2B-L-

NYFP: 56 kDa, HA-A2A-L-CYFP: ca. 57 kDa, GABABR2-S-NYFP ca. 124 kDa. 

 

Es zeigt sich, dass alle einzeln transient transfizierten Transkriptionsfaktoren und 

Rezeptorkonstrukte in den für die Transfektion gewählten DNA-Mengen eine gute Expression 

zeigen, jedoch nahezu keine YFP-Fluoreszenz, was aufgrund des Fehlens der jeweiligen 

komplementären YFP-Fragmente zu erwarten ist. Insbesondere die Transkriptionsfaktoren 

Jun und Fos zeigen auch schon mit einer geringen zur Transfektion eingesetzten DNA-Menge     
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(1 µg) eine gute Expression (Abb. 7-2), während von den Rezeptorkonstrukten höhere DNA-

Mengen für eine gute Expression einsetzt werden mussten. 

Um anschließend eine mögliche Interaktion der Transkriptionsfaktoren und der Rezeptoren 

untereinander durch Messung einer YFP-Fluoreszenz  nachzuweisen, wurden verschiedenste 

Kombinationen koexprimiert. Zunächst wurden zur Prüfung der Funktionalität des BiFC-

Assays, Jun-NYFP und HA-FosCYFP (je 1 µg) kotransfiziert, und für die Überprüfung der 

Expression mit einem Western Blot wurden nach einer Lyse der Zellen und einer 

Proteinbestimmung nach Bradford 10 µg von der Proteinprobe auf ein SDS-Gel geladen. 
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Abb. 7-3: Relative EYFP-Fluoreszenz der kotransfizierten Transkriptionsfaktoren (n=7, ± SEM) und 

Überprüfung der Expression mit Hilfe von Western Blots. Jun-NYFP: ca. 32 kDa, HA-Fos-CYFP: ca. 24 kDa. 

 

Es wird deutlich, dass im Vergleich zu den einzeln transfizierten Konstrukten, die 

Kotransfektion der beiden Transkriptionsfaktoren Jun und Fos von je 1 µg DNA nach Abzug 

der Hintergrundfluoreszenz von untransfizierten CHO-Zellen, zu einer relativen YFP- 

Fluoreszenz von ca. 6500 Fluoreszenzeinheiten führt, was die generelle Funktion des BiFC-

Assays und die in der Literatur beschriebene Dimerbildung der Transkriptionsfaktoren 

bestätigt.
272

 Der Western Blot zeigt eine sehr gute Expression der Proteine trotz relativ wenig 

für die Transfektion eingesetzter DNA-Mengen (je 1 µg) und einer relativ geringen 

eingesetzten Proteinmenge (10 µg) für den Western Blot (Abb. 7-3). 
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Für die Positivkontrolle wurde das A2A-Homodimer mit ähnlichen transfizierten DNA-

Mengen wie in den FRET-Experimenten untersucht, da mit diesen eine gute Expression 

erzielt worden war. So wurde eine konstante Menge von A2A-L-NYFP (4 µg) mit 

ansteigenden Mengen von HA-A2A-S-CYFP kotransfiziert (Abb. 7-4).        
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Abb. 7-4: Relative EYFP-Fluoreszenz bei konstant kotransfizierter Menge von 4 µg A2A-L-NYFP mit 

ansteigenden Mengen von HA-A2A-S-CYFP (n=9-10, ± SEM), und Überprüfung der Expression mit Hilfe von 

Western Blots (25 µg Protein pro Probe). 

 

Nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz konnte eine, wenn auch im Vergleich zu dem Jun 

und Fos Heterodimer geringere, EYFP-Fluoreszenz gemessen werden, was eine Interaktion 

der A2A-Rezeptoren bestätigt. Auch konnte mit steigenden zur Transfektion eingesetzten 

DNA-Mengen eine leichte Zunahme der EYFP-Fluoreszenz bzw. Dimerisierung bis zu einer 

Sättigung (bis 1,75 µg HA-A2A-S-CYFP) beobachtet werden, was zusätzlich für eine 

spezifische Interaktion spricht. Bei höheren eingesetzten DNA-Mengen nimmt die 

Dimerbildung wieder geringfügig ab (Abb. 7-4).  
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Zur Überprüfung und zur Vergleichbarkeit der Expressionen, wurden für alle Versuche 25 µg 

der jeweiligen Proteinproben auf ein SDS-Gel geladen. Des Weiteren wurden die Blots unter 

nahezu gleichen Bedingungen mit dem Enzymsubstrat inkubiert  und auch die Belichtungszeit 

der Röntgenfilme wurde konstant gehalten. Im Western Blot wird deutlich, dass beide A2A-

Rezeptorkonstrukte gut exprimiert werden, wobei bei steigender transfizierter DNA-Menge 

von HA-A2A-S-CYFP auch eine steigende Expression gut erkennbar ist. Die Expression von 

A2A-L-NYFP scheint leicht abzunehmen, obwohl konstante DNA-Mengen eingesetzt wurden 

(Abb. 7-4). Eventuell wird dieses Konstrukt durch die steigende Menge des anderen 

verdrängt. 

Als Negativkontrolle wurde der A2A-Rezeptor in Kombination mit dem GABABR2-Rezeptor 

untersucht. Es wurde eine konstante Menge von A2A-L-CYFP (2,5 µg) mit ansteigenden 

Mengen von GABABR2-S-NYFP oder eine konstante Menge von GABABR2-S-NYFP            

(2,5 µg) mit ansteigenden Mengen von HA-A2A-L-CYFP kotransfiziert (Abb. 7-5).  
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Abb. 7-5: Relative EYFP-Fluoreszenz bei konstant kotransfizierter Menge von 2,5 µg HA-A2A-L-CYFP mit 

ansteigenden Mengen von GABABR2-S-NYFP; oder bei konstant kotransfizierter Menge von 2,5 µg GABABR2-

S-NYFP mit ansteigenden Mengen von HA-A2A-L-CYFP (n=8-10, ± SEM) sowie Überprüfung der Expression 

mit Hilfe von Western Blots (25 µg Protein pro Probe). 
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Auch hier zeigt sich in allen Kombinationen eine geringe EYFP-Fluoreszenz die jedoch 

insgesamt im Vergleich zum A2A-A2A-Homodimer geringer ist. Des Weiteren ist praktisch 

keine Zunahme der YFP-Fluoreszenz mit steigenden DNA-Mengen erkennbar, was eine 

spezifische Interaktion der Rezeptoren untereinander unwahrscheinlich werden lässt             

(Abb. 7-5). Trotz der in allen Kombinationen gemessenen nur geringen EYFP-Fluoreszenz, 

konnte mit Western Blots eine gute Expression der GABABR2-Rezeptoren sowie der              

A2A-Rezeptoren gezeigt werden. Mit ansteigenden transfizierten DNA-Mengen ist eine 

steigende Proteinexpression des GABABR2- und des A2A-Rezeptors gut erkennbar (Abb. 7-5). 

Zur Messung einer Interaktion zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren, wurde eine konstante 

DNA-Menge von A2B-L-NYFP (5 µg) mit ansteigenden Mengen von HA-A2A-S-CYFP 

kotransfiziert (Abb. 7-6).  
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Abb. 7-6: Relative EYFP-Fluoreszenz bei konstant kotransfizierter Menge von 5 µg A2B-L-NYFP mit 

ansteigenden Mengen von HA-A2A-S-CYFP (n=9-10, ± SEM) und Überprüfung der Expression mit Hilfe von 

Western Blots (25 µg Protein pro Probe). 

 

Damit konnte eine EYFP-Fluoreszenz, welche mit ansteigenden transfizierten DNA-Mengen 

von HA-A2A-L-CYFP zunimmt, gemessen werden, womit eine spezifische Interaktion der 

Rezeptoren untereinander wahrscheinlich ist (Abb. 7-6). Im Western Blot wird deutlich, dass 
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sowohl A2A- als auch A2B-Rezeptoren in den für die Transfektion eingesetzten DNA-Mengen 

gut exprimiert werden, wobei mit steigender transfizierter DNA-Menge von HA-A2A-S-CYFP 

auch eine steigende Expression gut erkennbar ist. Die Expression von A2B-L-NYFP scheint 

trotz konstant eingesetzter DNA-Mengen ähnlich wie beim A2A-Homodimer etwas geringer 

zu werden (Abb. 7-6). Eventuell wird dieses Konstrukt auch hier durch die steigende Menge 

des anderen bei der Aufnahme in die Zelle verdrängt. 

Da versucht wurde, die Bedingungen der Western Blots in allen Proben gleich zuhalten, kann 

die Expression der Rezeptoren zumindest bei der Verwendung der gleichen Antikörper auch 

untereinander annähernd verglichen werden. Für den Vergleich und die Berechnung der 

Signifikanzen wurde die Kombination von 2,5 µg HA-A2A-L-CYFP + 3 µg GABABR2-S-

NYFP und 5 µg A2B-L-NYFP + 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP ausgewählt, da die Expression von 3 

µg GABABR2-S-NYFP in etwa vergleichbar mit 5 µg A2B-L-NYFP ist. Des Weiteren ist in 

der Negativkontrolle sogar eine höhere Menge an A2A-Rezeptor vorhanden. Vom A2A-

Rezeptor wurde die Menge von 4 µg A2A-L-NYFP
 
+ 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP zum Vergleich 

herangezogen. Die Expression von 4 µg A2A-L-NYFP scheint in dieser Kombination 

annähernd vergleichbar oder nur geringfügig mehr zu sein als 5 µg A2B-L-NYFP oder 3 µg 

GABABR2-S-NYFP. Auch ist die Expression von 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP in dieser 

Kombination in etwa vergleichbar mit der Expression von 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP in 

Kombination mit dem A2B-Rezeptor.  
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Abb. 7-7: Vergleich der relativen EYFP-Fluoreszenz bei annähernd gleichen Expressionen der Rezeptoren 

(n=10, ± SEM, 
***

p < 0,001). 
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Insgesamt lässt sich zeigen, dass trotz annähernd vergleichbarer Expressionen, zwischen A2A-

und A2B-Rezeptoren eine signifikant höhere EYFP-Fluoreszenz als zwischen GABABR2- und 

A2A-Rezeptoren gemessen werden kann, was eine Heterodimerisierung bestätigt. Des 

Weiteren werden wie auch mit FRET-Experimenten in Kapitel 6.3 gezeigt, signifikant mehr 

A2A-Homodimere als A2A-A2B-Heterodimere gebildet (Abb. 7-7). 

 

7.2.1 Zusammenfassung und Diskussion 

Alle für die BiFC-Experimente verwendeten Rezeptorkonstrukte und insbesondere die 

Transkriptionsfaktoren Jun und Fos zeigen auch schon mit relativ geringer für die 

Transfektion eingesetzter DNA-Menge eine gute Expression. Der Assay und die 

Durchführung wurden validiert: Bei der Kotransfektion der beiden Transkriptionsfaktoren im 

Vergleich zu den einzeln transfizierten Konstrukten konnte eine robuste EYFP-Fluoreszenz 

nachgewiesen werden (Abb. 7-2, Abb. 7-3). Als schwierig gestaltet sich der Vergleich der 

Expressionen der Rezeptoren untereinander. Da für die Western Blots nahezu gleiche 

Bedingungen gewählt wurden, können zumindest Rezeptoren die jeweils mit dem gleichen 

Antikörper detektiert wurden, annähernd untereinander verglichen werden. Dabei erscheint 

die Expression des A2A-L-NYFP-Rezeptors mit 4 µg etwas höher als die Expression des 

GABABR2-S-NYFP-Rezeptors mit 3 µg und die des A2B-L-NYFP-Rezeptors mit 5 µg 

eingesetzter DNA zu sein. Weiterhin ist aber die Menge an A2A-Rezeptor in der Zelle in der 

Kombination mit dem GABABR2-Rezeptor höher als in Kombination mit dem A2A- oder A2B-

Rezeptor. Somit kann auch die Bildung von Artefakten aufgrund einer zu hohen Expression 

ausgeschlossen werden, da trotz insgesamt annähernd gleichen Rezeptormengen in der Zelle 

zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren in allen Kombinationen, im Vergleich selbst zu 

den geringsten eingesetzten Mengen von A2B-und A2A-Rezeptoren, eine signifikant geringere 

EYFP-Fluoreszenz gemessen werden, was die Ausbildung eines A2A-A2B-Heterodimers 

bestätigt. 

Es bleibt jedoch generell unklar, bei welchen Expressionsverhältnissen sich überhaupt Dimere 

ausbilden können. So muss eventuell nur relativ wenig an A2A-Rezeptor in der Zelle 

vorhanden sein, damit sich Homodimere ausbilden. Auch scheinen sich insgesamt mehr        

A2A-Homodimere als A2A-A2B-Heterodimere auszubilden. Auch hier ist nicht klar, in welchen 

Mengenverhältnissen A2A- und A2B-Rezeptoren in der Zelle vorliegen müssen, damit sich 

Heterodimere ausbilden. Eventuell bilden sich erst A2A-Homodimere aus, wodurch dann 

insgesamt weniger A2A-Rezeptoren für die Ausbildung von Heterodimeren zur Verfügung 

stehen. 
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Fakt ist jedoch, dass sich zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren auch in den 

verschiedensten gewählten Expressionskombinationen und bei guter Expression signifikant 

weniger Proteininteraktionen ausbilden als zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren. Einen 

Hinweis auf die genaue Lokalisation der Heterodimere kann mit diesem fluorimetrischen 

Ansatz nicht gegeben werden, da alle in der Zelle gebildeten Heterodimere gemessen werden, 

nicht nur die in der Plasmamembran. Weiterhin eignet sich dieser Assay auch nicht, um die 

Bildung der Heterodimere in „real time“ zu messen, da es bedingt durch die Maturation des 

EYFP-Chromophors zu einer Zeitverzögerung kommt. Auch eine mögliche Dissoziation kann 

nicht gemessen werden, da die Ausbildung der EYFP-Tertiärstruktur irreversibel ist.  

 

7.3 Bestimmung der BiFC-Effizienz an doppelt-transfizierten                                            

CHO-hA2B -hA2A-Zellen     

Zur Bestimmung der BiFC-Effizienz, welche einen zusätzlichen Hinweis auf das Vorliegen 

von A2A-A2B-Heterodimeren liefern kann, ist es notwendig, zu den in Kombination 

transfizierten Rezeptorkonstrukten mit EYFP-Fragmenten, zusätzlich zu allen Proben die 

gleiche Menge eines internen Standards zu transfizieren. Dieser Standard muss ein 

unterschiedliches Anregungs- und Emissionsspektrum als EYFP aufweisen, damit beide 

voneinander unterschieden werden können.
273

 Damit können Rückschlüsse auf eine 

vergleichbare Transfektionseffizienz geschlossen werden. Für die nachfolgenden Experimente 

wurde als interner Standard 100 ng des Vektors GFP²-N3 eingesetzt, welcher sich auch mit 

geringen Mengen gut transfizieren ließ. Für die Messung der EYFP-Fluoreszenz wurde ein 

Anregungsfilter von 500/10 nm und ein Emissionsfilter von 535/25 nm, und für die Messung 

der GFP²-Fluoreszenz wurde ein Anregungsfilter von 405/10 nm und ein Emissionsfilter von 

510/10 nm verwendet. Die BiFC-Effizienzen wurden dann wie in  Gl. 9-4 und Gl. 9-5 

beschrieben berechnet. 

Als Assaykontrolle diente auch hier die Kombination der beiden Transkriptionsfaktoren Jun 

und Fos, als Positivkontrolle das A2A-Homodimer und als Negativkontrolle der GABABR2-

Rezeptor in Kombination mit dem A2A-Rezeptor. Die DNA-Mengen wurden wie in Kapitel 

7.2 beschrieben gewählt und zusätzlich wurden alle Proben mit einer konstanten Menge von 

100 ng GFP²-N3 transfiziert.  
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Abb. 7-8: BiFC-Effizienzen zwischen A2A-Rezeptoren und zwischen den Transkriptionsfaktoren Jun und Fos  

(n=10, ± SEM). 

 

Zwischen den A2A-Rezeptoren lässt sich mit steigenden transfizierten Mengen von HA-A2A-

S-CYFP eine steigende BiFC-Effizienz messen, die mit durchschnittlich 0,09 insgesamt 

geringer ausfällt als die die zwischen den Transkriptionsfaktoren Jun und Fos gemessen 

wurde (0,257) (Abb. 7-8). Trotzdem kann somit auf die Bildung eines Homodimers 

geschlossen werden. Insgesamt liegen die gemessenen Werte relativ niedrig, was durch die 

relativ hohe Fluoreszenz des eingesetzten Standards von 100 ng GFP² sowie der relativ 

geringen gemessenen EYFP-Fluoreszenz resultiert. 

Als Negativkontrolle wurde der A2A-Rezeptor in Kombination mit dem GABABR2-Rezeptor 

verwendet. Es wurde auch hier eine konstante Menge von A2A-L-CYFP (2,5 µg) mit 

ansteigenden Mengen an GABABR2-S-NYFP; oder eine konstante Menge an GABABR2-S-

NYFP (2,5 µg) mit ansteigenden Mengen an HA-A2A-L-CYFP und zusätzlich je 100 ng GFP² 

kotransfiziert (Abb. 7-9). 
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Abb. 7-9: BiFC-Effizienzen  zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren (n=8-10, ± SEM). 
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Zwischen den A2A- und GABABR2-Rezeptoren lässt sich mit steigenden transfizierten 

Mengen von HA-A2A-L-CYFP oder GABABR2-S-NYFP eine nur geringfügig steigende 

BiFC-Effizienz messen, die mit durchschnittlich 0,03 insgesamt sehr gering ausfällt        

(Abb. 7-9). Zur Untersuchung des A2A-A2B-Rezeptorheterodimers, wurde eine konstante 

Menge von A2B-L-NYFP (5 µg) mit ansteigenden Mengen von HA-A2A-S-CYFP und 

zusätzlich je 100 ng GFP² kotransfiziert (Abb. 7-10). 

 

-S
-C

YFP 0
,5

 µ
g

2A

H
A
-A

-S
-C

YFP 1
 µ

g

2A

H
A
-A

-S
-C

YFP 1
,5

 µ
g

2A

H
A
-A

-S
-C

YFP 1
,7

5 
µg

2A

H
A
-A

-S
-C

YFP 2
 µ

g

2A

H
A
-A

-S
-C

YFP 2
,5

 µ
g

2A

H
A
-A Ju

n 1
 µ

g +
 F

os 
1 

µg

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

A2B-L-NYFP je 5 µg

B
iF

C
-E

ff
iz

ie
n

z

 

Abb. 7-10: BiFC-Effizienzen zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren (n=8-10, ± SEM). 

 

Zwischen den A2A- und A2B-Rezeptoren  lässt sich mit steigenden transfizierten Mengen von 

HA-A2A-S-CYFP eine steigende BiFC-Effizienz messen, die mit durchschnittlich 0,06 

geringer ausfällt als zwischen A2A-Rezeptoren, jedoch insgesamt höher liegt als zwischen 

A2A- und GABABR2-Rezeptoren (Abb. 7-10). 

Für den Vergleich und die Berechnung der Signifikanzen wurden, da gleiche DNA-Mengen 

wie in Kapitel 7.2 zur Transfektion verwendet wurden und somit annähernd gleiche 

Expressionen zu erwarten sind, die Kombination von 2,5 µg HA-A2A-L-CYFP + 3 µg 

GABABR2-SNYFP und 5 µg A2B-L-NYFP + 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP ausgewählt, da die 

Expression von 3 µg GABABR2-SNYFP in etwa vergleichbar mit 5 µg A2B-L-NYFP war. 

Des Weiteren ist in der Negativkontrolle sogar eine höhere Menge an A2A-Rezeptor 

vorhanden (HA-A2A-L-CYFP 2,5 µg). Vom A2A-Rezeptor wurde die Menge von 4 µg A2A-L-

NYFP
 
+ 1,5 µg HA-A2A-S-CYFP zum Vergleich herangezogen.  
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Abb. 7-11: Vergleich der BiFC-Effizienzen (n=10, ± SEM, 
***

p < 0,001). 

 

Insgesamt lässt sich zeigen, dass zwischen A2A-und A2B-Rezeptoren eine signifikant höhere 

BiFC-Effizienz als zwischen GABABR2- und A2A-Rezeptoren gemessen werden kann, was 

eine Heterodimerisierung bestätigt. Des Weiteren ist die BiFC-Effizienz zwischen                   

A2A-Rezeptoren  signifikant höher als zwischen A2A- und A2B-Rezeptoren (Abb. 7-11). 

 

7.3.1 Zusammenfassung  

Auch die Bestimmung der BiFC-Effizienz mit Hilfe eines internen Standards bestätigt die 

Bildung eines A2A-A2B-Rezeptor Heterodimers, da diese in zumindest annähernd gleichen 

Expressionen signifikant höher ausfällt als zwischen A2A- und GABABR2-Rezeptoren. Die 

höchste BiFC-Effizienz wurde ähnlich wie in Kapitel 7.2 zwischen den 

Transkriptionsfaktoren Jun und Fos, gefolgt von dem A2A-Homodimer gemessen. Auch mit 

diesem Ansatz bestätigt sich, dass mehr A2A-Homodimere als A2A-A2B-Heterodimere 

ausgebildet werden. 
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8 Zusammenfassung und Ausblick 

 

Adenosinrezeptoren gehören zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und dienen 

aufgrund ihrer ubiquitären Verbreitung im Körper als vielversprechende Targets für die 

Entwicklung neuer Arzneistoffe. Auf der Suche nach spezifischen Rezeptorliganden, die als 

potentielle Wirkstoffe von Interesse sind, ist es erforderlich, die entsprechenden 

Verbindungen mit Hilfe von Bindungsstudien und funktionellen Experimenten ausführlich zu 

charakterisieren. Darüber hinaus ist in den letzten Jahren eine mögliche Dimerisierung und 

Oligomerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in den Fokus der Aufmerksamkeit 

gerückt, welche aufgrund von veränderten pharmakologischen Eigenschaften im Vergleich zu 

den monomeren Rezeptoren neuartige Targets für die Entwicklung von Pharmaka darstellen 

könnten. 

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand der A2B-Adenosinrezeptor-Subtyp, über den bisher 

noch wenig bekannt ist, der aber eine große Rolle bei verschiedenen Krankheiten wie Krebs  

und inflammatorischen Erkrankungen zu spielen scheint. 

 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren können verschiedene Konformationen einnehmen; es 

besteht ein Gleichgewicht zwischen vermutlich mehrerer inaktiver, d.h. für Agonisten 

niedrigaffiner Konformationen, und mehrerer aktiver, für Agonisten hochaffiner Rezeptor-

Konformationen. Dabei markieren Agonisten bevorzugt einen aktiven Rezeptor-Zustand, 

während Antagonisten mit invers agonistischer Aktivität eine bevorzugte Affinität für den 

inaktiven Rezeptor-Zustand besitzen; sogenannte neutrale Antagonisten besitzen dieselbe 

Affinität zu aktiven und inaktiven Rezeptor-Konformationen. Bei der Testung von Agonisten 

gegen Antagonist-Radioliganden mit invers agonistischer Aktivität werden daher i.d.R. 

niedrigere Affinitäten für Agonisten gemessen als bei der Verwendung von Agonist-

Radioliganden, da letztere die für Agonisten hochaffine Rezeptorkonformation markieren. 

Daher ist es von Bedeutung, einen Agonist-Radioligand-Assay zu entwickeln, mit welchem 

die genaue Affinität von Agonisten zu der hochaffinen, aktiven Rezeptorkonformation 

bestimmt werden kann. 

Zur Etablierung eines Agonist-A2B-Rezeptor-Bindungsassays wurde der Agonist-Radioligand 

[³H]NECA ausgewählt, da dieser trotz moderater Affinität zum A2B-Rezeptor schon mehrfach 

in der Literatur für die Markierung von A2B-Rezeptoren verwendet wurde. Dieser sollte 

hinsichtlich seiner Interaktionen mit rekombinanten humanen, Maus- und Ratten-A2B-

Rezeptoren genauer untersucht werden. Dafür wurden Kinetik-, Sättigungs- (Abb. 8-1) und 

homologe sowie heterologe Kompetitionsexperimente durchgeführt.  
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Abb. 8-1: Sättigungsexperiment von [³H]NECA an humanen, rekombinanten Adenosin-A2B-Rezeptoren. 

 

In Kompetitionsexperimenten zeigte sich, dass die bestimmten Ki-Werte für NECA an 

humanen, Maus- und Ratten-A2B-Rezeptoren sowie der Ki-Wert für den Agonisten CADO an 

humanen A2B-Rezeptoren ca. 2-3-fach niedriger sind, wenn sie gegen [³H]NECA statt gegen 

den Antagonist-Radioliganden [³H]PSB-603 bestimmt wurden.  

Im Gegensatz dazu zeigten die getesteten Antagonisten sowie überraschenderweise auch der 

Agonist BAY60-6583 gegen den Agonist-Radioliganden [³H]NECA eine Rechtsverschiebung 

der Kompetitionskurven im Vergleich zu einer Testung gegen den Antagonist-Radioliganden 

[³H]PSB-603. Mit diesen Ergebnissen bestätigt sich, dass Agonisten wie NECA die für 

Agonisten hochaffine Rezeptorkonformation des A2B-Rezeptors markieren, während inverse 

Agonisten wie PSB-603, und interessanterweise auch der A2B-Agonist BAY60-6583, eine 

andere Rezeptorkonformation bevorzugen, zu der Adenosin-Derivate (Vollagonisten) nur eine 

relativ niedrige Affinität besitzen.  

Der neu etablierte A2B-Rezeptor-Agonist-Bindungsassay eignet sich somit als 

pharmakologisches Werkzeug, um die reale Affinität von potentiell selektiven und affinen 

A2B-Rezeptor-Agonisten an der hochaffinen, aktiven Rezeptorkonformation zu bestimmen. 

Des Weiteren deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass BAY60-6583 möglicherweise kein 

Vollagonist an A2B-Rezeptoren darstellt. 

 

Der potente und selektive A2B-Rezeptor-Agonist BAY60-6583 wurde bisher in vielen 

Tierversuchen verwendet und scheint insbesondere in Bezug auf Lungenerkrankungen 

antiinflammatorische Effekte hervorzurufen. Dies steht im deutlichen Widerspruch zu den 

nach einer Aktivierung des A2B-Rezeptors hauptsächlich beschriebenen proinflammatorischen 

Effekten in der Lunge; so gelten A2B-Rezeptor-Antagonisten in der Behandlung von Asthma 

als vielversprechende neue Wirkstoffe. Da in Bindungsstudien erste Hinweise gefunden 

wurden, dass BAY60-6583 möglicherweise nicht als Vollagonist an A2B-Rezeptoren wirkt,  



Zusammenfassung und Ausblick 133 

sollte eine weiterführende funktionelle In-vitro-Charakterisierung dieser Verbindung an 

verschiedenen A2B-Rezeptor exprimierenden Zelllinien durchgeführt werden. 

In cAMP- sowie in Calcium-Mobilisierungsexperimenten an nativen HEK-293-, an 

rekombinanten HEK-hA2B- und an nativen Jurkat-T-Zellen zeigte BAY60-6583 eine 

signifikant geringere intrinsische Aktivität im Vergleich zu dem endogenen Agonisten 

Adenosin und dem Agonisten NECA. In Jurkat-T-Zellen konnte mit cAMP-Experimenten in 

Anwesenheit eines Vollagonisten wie NECA oder Adenosin ein antagonistischer Effekt von 

BAY60-6583 gezeigt werden (Abb. 8-2). 
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Abb. 8-2: Sigmoidale Dosis-Wirkungskurve von BAY60-6583 in Anwesenheit von 10 µM NECA und 250 µM 

Adenosin in cAMP-Assays an Jurkat-T-Zellen. 

  

Durch diese Experimente konnte BAY60-6583 eindeutig als Partial-Agonist an A2B-

Rezeptoren charakterisiert werden. Da BAY60-6583 in Anwesenheit des endogenen vollen 

Agonisten Adenosin daher antagonistisch wirken kann, könnten sich dadurch evtl. die 

antiinflammatorischen Effekte von BAY60-6583 in der Lunge erklären lassen. Alle In-vivo-

Ergebnisse unter Verwendung von BAY60-6583 als A2B-Agonist müssen nunmehr neu 

interpretiert werden. 

 

Adenosin A2A- und A2B-Rezeptoren werden in vielen Zelltypen und in verschiedenen 

Geweben koexprimiert, sodass eine Heterodimerisierung in nativen Zellsystemen möglich 

erscheint. Insbesondere in Jurkat-T-Zellen und im Herzgewebe gibt es, bedingt durch 

pharmakologische Besonderheiten, einige Hinweise auf mögliche A2A-A2B-

Rezeptorheterodimere, welche damit ein neuartiges Target für die Behandlung von 

kardiovaskulären Erkrankungen und weiteren Erkrankungen darstellen könnten.  
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Zunächst wurden pharmakologische Untersuchungen an rekombinanten, stabil transfizierten 

CHO-hA2A-hA2B-Zellen durchgeführt. In Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien und in  

funktionellen cAMP-Experimenten konnten veränderte Affinitäten und intrinsische 

Aktivitäten für die getesteten Verbindungen an den doppelt-transfizierten Zellen im Vergleich 

zu den einzeln transfizierten Zellen festgestellt werden. So lag z. B. der für den selektiven 

A2A-Antagonisten MSX-2 bestimmte KB-Wert an CHO-hA2B-hA2A-Zellen mit 377 nM viel 

höher als der für die Verbindung beschriebene KD-Wert von 7,3 nM an humanen A2A-

Rezeptoren. Auch war der selektive A2A-Agonist CGS21680 an der CHO-hA2B-hA2A Zelllinie 

in cAMP-Experimenten auch in hohen Konzentrationen (100 μM) nahezu inaktiv. Diese 

veränderten pharmakologischen Wirkungen könnten unter anderen auf ein mögliches A2A-

A2B-Rezeptorheterodimer hinweisen. 

 

In der Folge wurden Kolokalisationsexperimente an stabilen A2A- und A2B-Rezeptor 

exprimierenden Zellen durchgeführt. Diese zeigten, dass beide Rezeptoren in bestimmten 

Bereichen der Zelle kolokalisiert vorliegen.  

Darüber hinaus wurden Methoden wie Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Studien 

(FRET) (Abb. 8-3) und Bimolekulare-Fluoreszenz-Komplementationsexperimente (BiFC) an 

transient transfizierten CHO-K1-Zellen zur weiteren Bestätigung eines möglichen Adenosin-

A2A-A2B-Rezeptorheterodimers herangezogen. Mit beiden Methoden konnte eine 

Heterodimerisierung von A2A- und A2B-Rezeptoren bestätigt werden - zumindest befinden 

sich beide Rezeptoren soweit in räumlicher Nähe, dass sowohl ein Energieübertrag als auch 

die Zusammenlagerung der beiden YFP-Fragmente zu einem funktionellen YFP-Protein 

erfolgen kann. 
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Abb. 8-3: Vergleich der normalisierten FRET-Effizienzen. 
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Dabei scheint der C-Terminus des A2A-Rezeptors nicht zwingend an der Heterodimerisierung 

beteiligt zu sein, da in FRET-Experimenten mit einer A2A-Rezeptor-Mutante (1-293R) mit 

verkürztem C-Terminus in Kombination mit dem A2B-Rezeptor auch noch ein 

Energieübertrag gemessen werden konnte. 

 

In den bearbeiteten Teilprojekten dieser Arbeit ist es gelungen, neue pharmakologische 

Eigenschaften von A2B-Rezeptor-Agonisten zu identifizieren, die in Zukunft Einsatz als 

potentielle Arzneistoffe finden könnten. Zudem konnten A2A-A2B-Rezeptorheterodimere in 

einem künstlichen Zellsystem nachgewiesen werden. 

Um die strukturellen Eigenschaften des A2A-A2B-Rezeptorheterodimers noch weiter zu 

charakterisieren, könnten zukünftig weitere Mutagenese-Studien zur Identifizierung der 

Interaktionsfläche durchgeführt werden. Da bei vielen beschriebenen GPCR-Heterodimeren 

die Aminosäuren der Transmembran-Domänen an der Interaktion beteiligt sind, könnten diese 

in weiteren Mutagenesestudien ausgetauscht werden. Darüber hinaus ist in Zukunft auch die 

Identifizierung eines A2A-A2B-Heterodimers in nativen Zelllinien oder Geweben mit den 

entsprechend geeigneten Methoden von Bedeutung. 
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9 Experimenteller Teil 

 

9.1 Geräte und Materialien 

Analysenwaage     CP225D, Sartorius 

Autoklaven     VX-95, Systec 

3850 ELV, Systec 

Bakterienschüttler     Innova 4200 Incubator Shaker, New Brunswick 

Scientific, USA 

Brutschränke      Jouan IG 650 

Heraeus HERAcell® 240 

Inc 246, Memmert 

Drigalski-Spatel    Roth 

Einmalspritzen    5 ml, 20 ml, Braun 

Elektrophorese-Kammer    BioRad, Mini Protean II™ 

      Schütt Labortechnik 

      Novex Mini-Cell, Invitrogen 

Elektrophorese-Netzgerät   Power Pac 300, Schütt Labortechnik 

      Power Pac, Universal, Bio Rad 

Falcon Tubes      Sarstedt (15 ml und 50 ml, steril) 

Fluorimeter                            NOVOstar®, bmg Labtech 

Mithras Research II LB 940, Berthold 

Technologies 

Fotodokumentationssystem    Geldoc, BioRad 

Glasfaserfilter 24er Harvester:   Whatman®, Schleicher und Schüll 

GF/B und GF/C 

Glasfaserfilter 48er Harvester:   Whatman®, Schleicher und Schüll 

GF/B und GF/C 

Halbmikroküvetten     Cuvettes 10 × 4 × 45 mm, Sarstedt  

Hamilton-Spritzen   Mikroliter Syringes 705 (5 µl, 10 µl, 50 µl), 

Hamilton 

Harvester Brandel M24,    Gaithersburg MD, USA 

Harvester Brandel M48,    Gaithersburg MD, USA 

Heizplatte mit Magnetrührer   IKA Labortechnik 

Heizblock      Thermomixer comfort, Eppendorf 
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Homogenisator     RW 16 basic, IKA Labortechnik 

Kryovials steril               Sarstedt 

Laminar-Airflow-Werkbänke   NUNC® Safe flow 1.2 

NUNC® BIOFLOW 

Liquid Scintillation Counter    TRICARB® 2900TR, Canberra Packard 

Tri-Carb 2810TR     Perkin Elmer 

Maxivials     Roth 

Mikroskop     Axiovert 25, Zeiss 

      Hund Wetzlar 

Mikrotiterplatten 96er   Sarstedt  

NUNC® 96well 

Mikrotiterplatten 24er   Greiner bio-one 

Mikrotiterplatten 6er    Costar 

Mikrowelle     Microwave 800, Severin 

Multipette      Eppendorf Multipette
®

 Plus 

Minivials C      Roth 

Neubauer Zählkammer    Marienfeld, Germany   

Petrischalen      Sarstedt 

PE-Bakterienröhrchen    Sarstedt 

PE-Vials, 4ml     Roth 

pH-Meter      WTW pH Elektrode SenTix 41 

Photometer      DU
® 

530, Beckman 

Pipettierhilfen     Pipettus Akku, Eppendorf 

      Accu Jet, Brand 

Pipetten  Eppendorf research (0,5-10 μl, 10-100 μl, 20-200 

μl, 100- 1000µl) 

Pipettenspitzen     Greiner Plastibrand®, Brand; Sarstedt 

Pipettenspitzen für Multipetten   Ritips® professional, Ritter 

Quarzküvetten     Präzisionsküvetten aus Quarzglas SUPRASIL®, 

10 mm, Hellma®, 101.150-QS 

Safe-Lock Reaktionsgefäße    Eppendorf 

Schüttelwasserbad     GFL
®

 1083, Gesellschaft für Labortechnik GmbH 

 

Serologische Einmalpipetten   5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, steril, Sarstedt 
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Software      BLAST
®

 Protein Alignment 

GraphPad Prism
®
,Version 3.0 und 4.0 

ISIS™  Draw 2.4, MDL Information Systems 

Microsoft Excel und Microsoft Word
 
2003/2007 

QuantityOne, Version 4.4.0 

Clone Manager, Version 9 

DNA Translator 2.0, Dr. Anke Schiedel/                     

J. Bosmann 

Chromas Version 1.45, Conor McCarthy 

OligoAnalyser 3.1, IDT, Scitools 

ClustalW2, European Bioinformatics Institute 

Sterilfilter     Filtropur 0,22 µm, Sarstedt 

Thermocycler     Px2 Thermal Cycler, Thermo Scientific 

      Biometra 

Thermomixer     Eppendorf 

Tischzentrifugen     Beckman Allegra
® 

21 R, Beckman Coulter 

BIOFUGE pico, Heraeus 

Trockenschrank    Heraeus Instruments 

Ultraturrax      T25 basic, IKA Labortechnik 

Ultrazentrifuge     SW 55Ti (Rotor), Beckman Coulter 

UV Star     Biometra 

Vakuumpumpe     MD 4C Vario, Vaccubrand 

Vortexer      MS 1 Minishaker, IKA Labortechnik 

Waage      Scaltec SBC42 

Wasserbad für Zellkultur    WWB 14, Memmert 

Wägeschalen     Roth 

Wipptisch  MiniRocker MR-1, Kisker Produkte für 

Biotechnologie 

Zellkulturflaschen     25 cm², 75 cm², 175 cm² steril, Sarstedt 

Zellkulturschalen    175 cm², steril, Sarsted 

Zellschaber     Josef Peske GmbH und Co. 

Zellstoff      Labomedic 

Zentrifuge   Beckman Avanti™, J-20XP und J-201, Beckman 

Coulter 
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Zentrifugenröhrchen     Ultra-Clear Tubes, Beckman  

 

9.2 Chemikalien und Substanzen 

ADA       Roche, 10102105001 

Adenosin         Sigma, A9251 

ATP       AppliChem, A1348 

BAY60-6583      Dr. Thomas Krahn, Bayer AG  

BSA Albumin Fraktion V    AppliChem, A1391,0100 

CADO      Fluka, 22997 

Calciumchlorid-Dihydrat    Fluka, 21097; Sigma, C3306 

cAMP       Enzo Life Science, 80-0056 

CGS-15943      Sigma, C199 

CGS-21680      Tocris, 1063 

Coffein      Sigma, C-8960 

D-(+)-Glucose (wasserfrei)    Sigma, G-7021 

DMSO  Roth, 4720 

DMSO, steril      AppliChem, A3672 

DPCPX      Tocris, 0439 

EDTA, Dinatriumsalz-dihydrat   Roth, X986.1 

Ethanol, p.A.      Merck, 1.00983 

Ethanol, technisch     ZVE Bonn-Endenich 

Folin-Reagenz     Sigma, F-9252 

Fötales Kälberserum     Sigma, F-0804 

G418        AppliChem, A2167 

Glycerol      Acros, 158920010  

Hepes      Sigma, H3375 

Hygromycin B     InvivoGen, ant-hm-5 

Hypoxanthin      AppliChem, A0700,0005; Sigma, H9377 

IB-MECA      Tocris, 106 

Kaliumchlorid     Fluka, 60128 

Kaliumdihydrogenphosphat    Sigma, P9791 

Kupfer( II )sulfat Pentahydrat   AppliChem, A1034 

LSC-Cocktail Lumasafe    Perkin Elmer, 3087 

Magnesiumchlorid     Fluka BioChemika, 63068; Sigma M-8266 
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Magnesiumsulfat     Sigma, M2643 

MSX-2      Synthese im AK Prof. Dr. C.E. Müller 

Mycophenolsäure     Tocris, 1505 

Natriumbutyrat     Alfa Aesar GmbH und Co. KG, A11079 

Natriumcarbonat     AppliChem, A1881 

Natriumchlorid     Roth, 3957.1 

Natriumhydrogencarbonat    Sigma, S5761 

Natriumhydroxid 0,1 N    Merck, 109959 

NECA      Sigma, E2387 

Oregon Green® 488 BAPTA-1   AM Molecular Probes, O6807 

Penicillin-Streptomycin-Lösung   Cambrex, DE17-602E 

Phenolrot      Sigma, P0290 

Pluronic® F-127     Sigma, P2443 

Polybrene      Sigma, AL-118 

2-Propanol, technisch    ZVE Bonn-Endenich 

Protein Assay      Bio Rad, 500-0006 

PSB-10      Synthese im AK Prof. Dr. C.E. Müller 

PSB-1115      Synthese im AK Prof. Dr. C.E. Müller 

PSB-36      Synthese im AK Prof. Dr. C.E. Müller 

PSB-603      Synthese im AK Prof. Dr. C.E. Müller 

Puromycin      InvivoGen, ant-pr-1 

Ro20-1724     Hoffmann la Roche 

Salzsäure 37%     Sigma, 30721 

TRIS (≥ 99,3%)     Roth, AE15.3 

TRIS, ultrapure (mind. 99,9 %)  AppliChem, A1086,1000 

Ultraglutamin      Cambrex, BE17-605E/U1 

Xanthin      AppliChem, A0665 
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9.3 Kultivierte Zelllinien 

Zelllinie Spezies Organ Expressionsvektor 

    

Jurkat-T Human T-Lymphozyten - 

    

CHO-K1 Hamster Ovarien - 

    

CHO-hA2B Hamster Ovarien pLXSN 

    

CHO-hA2B-hA2A 

CHO-hA2B-EYFP- 

hA2A-ECFP 

Hamster  

Hamster 

Ovarien 

Ovarien 

pLXSN/pQCXIP 

pQCXIN/pQCXIP 

    

HEK293 Human Niere - 

    

HEK-hA2B Human Niere pLXSN 

    

GP
+ 

env AM12 Maus Bindegewebe  - 

    

 

9.3.1 Verwendete Kulturmedien  

Zelllinie Kulturmedium 

  

Jurkat T RPMI-1640 (Invitrogen, 31870-025) 

versetzt mit 10 % FCS, 100 I.U./ml Penicillin 

und 100 µg/ml Streptomycin 

  

CHO-K1 DMEM-F12 (Invitrogen, 12634-010) 

versetzt mit 10 % FCS, 100 I.U./ml Penicillin 

und 100 µg/ml Streptomycin 

  

CHO-hA2B DMEM-F12 versetzt mit 10 % FCS, 100 I.U. 

/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 

200 µg/ml G418 
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CHO-hA2B-hA2A DMEM-F12 versetzt mit 10 % FCS, 100  

I.U. /ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin,          

200 µg/ml G418 und 7 µg/ml Puromycin 

  

HEK-293 DMEM (Invitrogen, 41966-029) versetzt mit 

10 % FCS, 100 I.U./ml Penicillin und              

100 µg /ml Streptomycin  

 

HEK-hA2B DMEM versetzt mit 10 % FCS, 100 I.U./ml 

Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und     

200 µg/ml G418 

  

GP
+ 

env AM12 HXM 

DMEM versetzt mit 10 % FCS, 100 I.U./ml 

Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 1 % 

Ultraglutamin, 200 µg/ml Hygromycin B,        

15 µg/ml Hypoxanthin, 250 µg/ml Xanthin, 

25 µg/ml Mycophenolsäure 

  

 

9.4 Radioliganden 

Radioligand Spezifische Aktivität / 

Konzentration 

Hersteller 

   

[³H]PSB-603* 73 Ci/mmol, 1 Ci/l GE Healthcare 

   

[³H]NECA 15,9 Ci/mmol, 1 Ci/l Perkin Elmer 

   

[³H]cAMP 34 Ci/mmol, 1 Ci/l Perkin Elmer 

   

 

* Die unmarkierte Vorstufe des Radioliganden wurde im Arbeitskreis von Frau Prof. C. E. 

Müller synthetisiert. Die Tritiierung erfolgte durch GE Healthcare, UK. 
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9.5 Puffer und Lösungen 

 

9.5.1 Puffer und Lösungen für Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 

 

50 mM Tris-Puffer  

30,25 g TRIZMA®-Base (50 mM) werden in 5,0 l deionisiertem Wasser gelöst. Mit 

konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Anschließend wird der Puffer 

bei 4°C gelagert. 

 

50 mM Tris, 0,1 % BSA  

6,05 g TRIZMA®- Base (50 mM) und 1 g BSA (0,1 %) werden in 1,0 l deionisiertem Wasser 

gelöst. Mit konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Anschließend wird 

der Puffer bei 4°C gelagert. 

 

50 mM Tris, 400 mM NaCl  

0,605 g TRIZMA®- Base (50 mM) und 2,34 g NaCl (400 mM)  werden in 0,1 l deionisiertem 

Wasser gelöst. Mit konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. 

Anschließend wird der Puffer bei 4°C gelagert. 

 

50 mM Tris, 10 mM MgCl2-Puffer  

6,05 g TRIZMA®-Base (50 mM) und 0,952 g MgCl2 (10 mM) werden in 1,0 l deionisiertem 

Wasser gelöst. Mit konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. 

Anschließend wird der Puffer bei 4°C gelagert. 

 

9.5.2 Puffer und Lösungen für die Zellkultur 

 

PBS-Puffer  

8,0 g NaCl (150 mM), 0,2 g KCl (2,5 mM), 1,4 g Na2HPO4 (7,5 mM) und 0,2 g  KH2PO4   

(1,5 mM) werden in 1,0 l deionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert auf wird auf 7,3 

eingestellt. Der Puffer wird 20 min bei 120°C autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung 

bei Raumtemperatur gelagert. 
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Trypsin/EDTA-Lösung  

0,6 ml EDTA-Stammlösung (0,5 M) werden zu 500 ml PBS-Puffer gegeben und die Lösung 

wird 20 min bei 120°C autoklaviert. Nach dem Abkühlen werden unter der Sterilbank 10 ml 

steriles Trypsin (2,5 %) und 1,5 ml steriles Phenolrot (0,5 %) dazu gegeben. Die Lösung wird 

in 50 ml Portionen aliquotiert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. 

 

10 mg/ml Hypoxanthin  

Hypoxanthin wird in 80 % der benötigten Wassermenge gelöst. Um die Substanz vollständig 

zu lösen wird 1 N NaOH zugetropft und danach auf 100 % mit Wasser aufgefüllt. Die Lösung 

wird steril filtriert und bei –20°C gelagert. 

 

10 mg/ml Xanthin  

Xanthin wird in  80 % der benötigten Wassermenge gelöst. Um die Substanz vollständig zu 

lösen wird 1 N NaOH zugetropft und danach auf 100 % mit Wasser aufgefüllt. Die Lösung 

wird steril filtriert und bei –20°C gelagert. 

 

10 mg/ml Mycophenolsäure  

Mycophenolsäure wird in 80 % der benötigten Wassermenge gelöst. Um die Substanz 

vollständig zu lösen wird 1 N NaOH zugetropft und danach auf 100 % mit Wasser aufgefüllt. 

Die Lösung wird steril filtriert, in Alufolie gewickelt und bei –20°C gelagert. 

 

Natriumbutyrat (500 mM)  

Die gewünschte Menge (500 mM = 55,05 mg/ml) Natriumbutyrat wird in deionisierten 

Wasser gelöst und steril filtriert. Die Lösung wird bis zur Verwendung bei –20°C gelagert. 

 

G418 (50 mg/ml)  

Geneticinsulfat (G418) wird in einer Menge in Wasser gelöst, die 50 mg/ml aktiver Substanz 

entspricht. Die Lösung wird sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

 

Polybrenelösung (4 mg/ml)  

Die gewünschte Menge Polybrene wird in deionisierten Wasser gelöst und sterilfiltriert. Die 

Lösung wird bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. 
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Hygromycin B (50 mg/ml)  

Die kommerziell erworbene Lösung wird in 5 ml Portionen aliquotiert und bei –20°C bis zur 

Verwendung gelagert. 

 

Puromycin  

Die Stammlösung der kommerziell erworbenen Puromycinlösung (10 mg/ml) wird im 

Kulturmedium auf eine Endkonzentration von 7 µg/ml gebracht. 

 

5 mM Tris, 2 mM EDTA-Puffer  

0,303 g TRIZMA®-Base (5 mM) und 0,372 g EDTA (2 mM) werden in 500 ml deionisiertem 

Wasser gelöst. Mit konzentrierter Salzsäure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. 

Anschließend wird der Puffer bei 4°C gelagert. 

 

9.5.3 Puffer und Lösungen für die Proteinbestimmung nach Lowry 

 

Reagenz A   

Es werden 10 g di-Natriumcarbonat (2 %) mit 0,1 N Natronlauge auf 500 ml aufgefüllt und  

gelöst. 

 

Reagenz B   

0,25 g Kupfersulfat Pentahydrat (0,5 %) werden in 20 ml Wasser gelöst und 0,5 g di-Natrium-

tartrat Dihydrat (1 %) werden in weiteren 20 ml Wasser gelöst. Anschließend werden die 

beiden Lösungen vereinigt und mit Wasser auf 50 ml aufgefüllt. 

 

Reagenz C  

Am Tag der Durchführung  werden Reagenz A und B  im Verhältnis 50:1 gemischt. 

 

Reagenz D  

In einer Braunglasflasche werden 18 ml Folin-Reagenz auf 90 ml mit deionisiertem Wasser 

aufgefüllt. 
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9.5.4 Puffer und Lösungen für die Proteinbestimmung nach Bradford 

 

Bradford-Reagenz 

In einem Messzylinder werden 20 ml Bradford-Reagenz auf 100 ml mit deionisiertem Wasser 

aufgefüllt. Die Lösung wird filtriert und bei 4°C bis zur Verwendung gelagert. 

 

9.5.5 Puffer und Lösungen für funktionelle cAMP-Experimente 

 

HBSS-Puffer  

8 g NaCl (13 mM), 4,77 g Hepes (20 mM), 1 g Glucose (5,5 mM), 0,1 g MgSO4 (0,8 mM),  

0,1 g MgCl2 (1 mM), 0,185 g CaCl2 (1,25 mM), 0,35 g NaHCO3 (4,2 mM), 0,4 g KCl (5,4 

mM), 0,06 g KH2PO4 (0,44 mM), 0,048 g Na2HPO4 (0,34 mM) werden in 1,0 l 

autoklaviertem deionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt. 

 

Lysepuffer 1-fach, 2-fach 

1,48 g EDTA (4 mM) und 100 µl Triton (0,01 %) werden in 1,0 l autoklaviertem 

deionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt. Für 2-fach  konzentrierten 

Lysepuffer (8 mM EDTA, 0,02 % Triton X-100) wird die doppelte Menge an EDTA und 

Triton X-100 eingesetzt. 

 

9.5.6 Puffer und Lösungen für fluorimetrische FRET- und BiFC-Experimente 

Für diese Experimente wurde ein kommerziell erworbener HBSS-Puffer (Invitrogen, 14025) 

sowie OptiMEM-Medium (Invitrogen, 31985) verwendet. 

 

9.5.7 Puffer und Lösungen zum Fixieren von Zellen 

 

4 % Paraformaldehyd in PBS   

20 ml Wasser werden auf 80°C erhitzt. Es wird 1 g Paraformaldehyd dazu gegeben. Dann 

wird 1 N NaOH Lösung zugetropft, bis die Substanz vollständig gelöst ist. Nach Zugabe von 

2,5 ml 10-fach PBS wird auf 25 ml mit Wasser aufgefüllt. Nach Abkühlen wird der pH-Wert 

auf 7,4 eingestellt und die Lösung wird bis zur Verwendung bei –20°C gelagert.  
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9.5.8 Puffer und Lösungen für intrazelluläre Calcium-Experimente 

 

5-fach Krebs-Hepes-Puffer (KHP)  

Es werden 16,85 g NaCl (118,6 mM), 0,875 g KCl (4,7 mM), 0,4 g KH2PO4 (1,2 mM), 0,875 

g NaHCO3 (4,2 mM), 5,25 g D-Glucose (11,7 mM) und 5,95 g HEPES (10 mM) in 500 ml 

deionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt und es werden Aliquots zu 

100 ml bei -20°C eingefroren. 

 

1-fach Krebs-Hepes-Puffer (KHP)  

Zu 100 ml 5-fach KHP-Puffer werden 650 µl einer 1 mM CaCl2-Stammlösung 

(Endkonzentration 1,3 mM) sowie 600 µl einer 1 M MgSO4-Stammlösung (Endkonzentration 

1,2 mM) zugegeben und mit deionisiertem Wasser auf 500 ml aufgefüllt. Der pH-Wert wird 

erneut überprüft und es werden Aliquots zu 25 ml bei -20°C eingefroren. 

 

Oregon-Green-Stammlösung  

50 µg der Substanz werden unter Lichtausschluss in 39,7 µl DMSO gelöst (Endkonzentration 

1 mM). Die Lösung wird zu 3 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. 

 

Pluronic®-F127-Stammlösung  

200 mg der Substanz werden in 800 µl DMSO gelöst. Die Lösung wird bei Raumtemperatur 

gelagert und vor Gebrauch ca. 15 min bei 37°C im Wasserbad erwärmt. 

 

9.5.9 Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 

 

50-fach TAE-Puffer 

242 g TRIS (2 M) und 14,6 g EDTA (50 mM) werden zusammen mit 57,1 ml Eisessig mit 

deionisiertem Wasser auf 1 l aufgefüllt. Der Puffer wird 20 min bei 120°C autoklaviert und bis 

zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. Für 1-fachen TAE-Puffer werden         

20 ml 50-fach TAE-Puffer mit deionisiertem Wasser auf 1 l aufgefüllt. 

 

2-fach SDS-Probenpuffer 

Für einen 2-fach Probenpuffer werden 20 ml Glycerin, 15 ml 20 % SDS, 5 ml 1 M Tris/HCl 

(pH 6,8) und 0,5 ml 1 % Bromphenolblau zusammen gegeben. Kurz vor Gebrauch werden      

5 %  2-Mercaptoethanol zugegeben. 
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SDS-Laufpuffer 

Als Laufpuffer wurde der MOPS SDS-Running-Puffer (20-fach) von Novex verwendet. Für 

den Gebrauch wurden 50 ml des Puffers mit deionisiertem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. 

 

Transferpuffer (10-fach) 

30,25 g TRIZMA®-Base (250 mM) und 144 g Glycin werden mit deionisiertem Wasser auf 

1000 ml aufgefüllt. Der pH sollte zwischen 8 und 10,5 liegen. 

 

Blottingpuffer 

200 ml Methanol (20 %) und 100 ml Transferpuffer (10-fach) werden mit deionisiertem 

Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

Ponceau-S-Stammlösung (10-fach) 

Die Stammlösung wird hergestellt aus 2 % Ponceau S (w/v) in 30 % Trichloressigsäure (v/v). 

Für den Gebrauch wird die Lösung auf 0,2 % Ponceau S in 3 % Trichloressigsäure mit 

deionisiertem Wasser verdünnt. 

 

10-fach PBS-Puffer 

80,0 g NaCl, 2,0 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 und 2,4 g KH2PO4 werden in 1,0 l deionisiertem 

Wasser gelöst. Der pH-Wert auf wird auf  7,3 eingestellt.  

 

PBS-Tween (0,1 %) Waschlösung 

50 ml 10-fach PBS-Puffer werden auf 500 ml mit deionisiertem Wasser aufgefüllt. 

Anschließend erfolgt die Zugabe von 500 µl Tween 20 (0,1 %). 

 

Blockierlösung 

5 g Magermilchpulver (5 %) werden auf 100 ml mit PBS-Tween (0,1 %) Lösung aufgefüllt 

und bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt. 
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9.6 Materialien für die Molekularbiologie 

 

9.6.1 Expressionsvektoren 

 

 

Abb. 9-1: Retrovirale Vektoren pQCXIN und pQCXIP. 

 

 

 

                    

 

Abb. 9-2: Vektor pECFP-N1 für die transiente Transfektion. 
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Abb. 9-3: Vektor pEYFP-N1 für die transiente Transfektion. 

 

 

 

 

 

Abb. 9-4: Vektoren für die transiente Transfektion; pGFP²-N3 und pcDNA3.1 (+/-). 
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9.6.2 Primer 

Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma Invitrogen. Die Synthese der β-Aktin 

Primer erfolgte durch die Firma MWG-Biotech AG. Die kursiven pinken Buchstaben geben 

die zusätzlich zu der Rezeptorsequenz eingefügten Basen und die unterstrichenen Basen 

geben die Restriktionsenzymerkennungssequenzen an. 

 

f-hA2A-NotI: 5'-gtgacagcggccgcatgcccatcatgggctcctc-3´        

r-hA2A-BamHI: 5'- cttactaggatcctcaggacactcctgctccatc-3´     

hA2A: f-5´-aggatgtggtccccatgaac-3´    

hA2A: r-5´-ctctccgtcactgccatgag-3´      

hA2B: f-5´-gaggggtcattgctgtcctc-3´       

hA2B: r-5´-ggccatattcattgcccact-3´        

r-hA2A-BamHI o. stop: 5'- cttactaggatccgtggacactcctgctccatcc-3`    

f-AgeI-YFP: 5´-cttactaaccggtatggtgagcaagggcgaggag -3´     

r-BamHI-YFP: 5´-cttactaggatccttacttgtacagctcgtccatgc-3´    

f-hA2B-NotI: 5'-gtgacagcggccgcatgctgctggagacacaggac-3´     

r-hA2B-AgeI o. stop: 5`-cttactaaccggttaggcccacaccgagagcag-3´   

f-hA2B-EcoRI: 5'-gagacggaattcatgctgctggagacacaggac-3'     

r-hA2B-AgeI o. stop: 5`-cttactaaccggtgctaggcccacaccgagagcag-3'   

r-hA2B-BamHI o. stop: 5'- cttactaggatccgctaggcccacaccgagagcag-3´   

f-hA2A-EcoRI: 5´-gagacggaattcatgcccatcatgggctcctcg-3´        

r-hA2A-AgeI ohne stop: 5'- cttactaaccggtgcggacactcctgctccatcctg-3´   

f-N-YFP-BamHI: 5-gagactggatccatggtgagcaagggcgaggag-3´       

r-CFP-AgeI o. stop: 5`- cttactaaccggtgccttgtacagctcgtccatgcc-3´     

XbaI-HA-f-5`-ctagaatgtacccatacgatgttccagattacgctggc-3`    

NotI-HA-r-5`- ggccgccagcgtaatctggaacatcgtatgggtacatt-3´   

AgeI-short linker-f-5´-ccggtgagatccatcgccaccg-3´    

BamHI-short-linker-r-5´- gatccggtggcgatggatctca-3´  

AgeI-long linker-f-5´- ccggtgcgtccggcgtgcaaaatcccgaacgacctgaaacagaaagtcatgaaccacg-3´ 

BamHI-long-linker-r-5´-gatccgtggttcatgactttctgtttcaggtcgttcgggattttgcacgccggacgca-3´ 

r-hA2A o. stop-AgeI 1-293R:5'cttactaaccggtgcgcggatacggtaggcgtagatg-3´  

f-β-Aktin-Maus/Ratte: 5´-ccctaaggccaaccgtgaaaagat 

r-β-Aktin-Ratte: 5´-aggtcccggccagccaggtc 
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9.6.3 Enzyme 

AgeI          Fermentas, FD1464 

BamHI         Fermentas, FD0054 

Biomix         Bioline, BIO-25005 

EcoRI         Fermentas, FD0274 

Klenow-Fragment        Fermentas, EP0051 

NotI          Fermentas, FD0594 

Pyrobest-Polymerase        TaKaRa, R005 

T4-DNA-Ligase        BioLabs, M0202S 

T4-DNA-Polymerase       BioLabs, M0203S 

XBaI          Fermentas, FD0684 

XhoI          Fermentas, FD0694 

 

9.6.4 Antikörper 

Anti-HA.11-Antikörper (monoklonal), Clone 16B12   Covance, MMS-101P 

Anti-GFP-Antikörper (monoklonal), Clone B34    Covance, MMS-118P 

HRP-gekoppelter-        Jackson ImmunoResearch, 

Ziege-Anti-Maus Antikörper      115-035-003 

 

9.6.5 Chemikalien und Materialien für die Molekularbiologie 

Agarose         Lonza, 50004L  

Ampicillin-Natriumsalz        AppliChem, A0839 

Bromphenolblau        Roth, A512.1 

Chloroform         Merck, 1.02445.1000 

DEPC          AppliChem, A0881 

Desoxynukleotidtriphosphat      Invitrogen, 18427-013 

Detektionsreagenz ECL-Prime      Amersham, RPN2232 

DNA Exitus         AppliChem, A6441 

Essigsäure         Roth, 3738.1 

GelRed
®
         Genaxxon, M3199.2000 

Glutardialdehyd 20 % 

Glycerol         Sigma, G5516 

Glycin         Roth, 3908.3 

Kanamycin         Sigma, K1876 
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Ladepuffer (6 x Loading Dye Solution)     Fermentas, R0611 

LB-Agar          Roth, X965.3 

LB-Medium          Roth, X968.2 

Lipofectamin         Invitrogen 11668-019 

2-Mercaptoethanol        AppliChem, A1108 

Methanol         VWR, 20847.307 

Milchpulver         Roth, T145.2 

MOPS SDS Running Buffer (20 x)     Novex®, NP0001 

Mountingmedium                                            Sigma, F4680 

NuPage 4-12% Bis-Tris Gele 1 mm, 12 well    Novex, NP0322BOX 

Oligo (dT) Primer        Invitrogen, 18418012 

One Shot® Top 10 E.Coli      Invitrogen, C4040-10 

OptiMEM-Medium        Invitrogen, 31985 

Ponceau S         Roth, 5938.1 

RedSafe
TM         

CHEMBIO, 21141 

RNAse (Ribonuklease A)       Sigma, R4875 

RNAse Exitus        AppliChem 

SDS          Acros, 419531000 

SDS-Lösung 20%        AppliChem, 3942 

Trichloressigsäure        AppliChem, A0590.0500 

Triton X-100         Sigma, X-100 

Trizol RS Reagenz        Invitrogen, 15596-018 

Tween 20         AppliChem, A1389.0500 

Zeocin
TM

         Invitrogen, R25001 

 

9.6.6 Verwendete Kits 

ZR Plasmid Miniprep™-Classic      ZymoResearch, D4054 

PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit    Invitrogen K2100-14  

Zyppy™ Plasmid Maxiprep Kit      Zymo Research D4028 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit     Zymo Research, D4002 

DNA Clean & Concentrator™     Zymo Research, D4014 

Omniscript-RT Kit       Quiagen, 205111 
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9.6.7 Marker 

ФX174-DNA-HaeIII       Biolabs, N3026L 

Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker    Fermentas, SM0191 

Sharp Pre-Stained Protein Standard     Novex®, LC5800 

    

9.7 Zellkultur 

 

9.7.1 Auftauen von Zellen 

Vor dem Auftauen der Zellen wird eine 175 cm² Zellkulturflasche mit 30 ml des 

entsprechenden bei 37°C vorgewärmten Mediums vorbereitet. Die bei –80°C oder –196°C 

gelagerten Zellen werden schnell bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und die Zellsuspension 

wird in die vorbereitete Zellkulturflasche überführt. Anschließend erfolgt eine  Kultivierung 

bei 37°C und 5 % CO2  im Brutschrank. 

 

9.7.2 Passagieren von Zellen 

Bei einer Konfluenz von 90 % werden die Zellen je nach Experiment in verschiedenen 

Verhältnissen gesplittet. Das Medium wird abgenommen und es wird mit 10 ml PBS-Puffer 

gewaschen. Anschließend werden 4 ml vorgewärmte Trypsin/EDTA Lösung zugegeben und 

für 2-5 min im Brutschrank inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion werden 6 ml 

Kulturmedium zugegeben und die Zellen werden durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. 

Die entsprechende Menge an Zellsuspension (z. B. 1 ml bei einem Splittverhältnis von 1:10) 

wird in eine mit 30 ml Medium befüllte 175 cm
2
 Zellkulturflaschen gegeben und im 

Brutschrank (37°C, 5 % CO2)  kultiviert. 

 

9.7.3 Einfrieren von Zellen 

Eine 175 cm
2

 Zellkulturflasche wird wie in Abschnitt 9.7.2 behandelt. Die abgelösten Zellen 

werden in ein 50 ml Falkon-Tube überführt und bei 200 g, 4°C für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Pellet wird in 5 ml einer Mischung aus 90 % 

Kulturmedium/10 % steriles DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension wird in 1 ml Portionen 

aliquotiert und für 3-4 h bei –20°C eingefroren. Anschließend werden die Zellen in –80°C 

überführt und können nach einem Tag für eine Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff 

überführt werden. 
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9.7.4 Zellzahlbestimmung 

Die Zellen werden von einer 175 cm² konfluenten Flasche abgelöst und in ein 50 ml Falkon-

Tube überführt. Zur Bestimmung der Zellzahl werden 10 µl der Zellsuspension auf die 

Zählfläche einer Neubauer-Zählkammer aufgetragen. Es werden mindestens zwei der vier 

Großquadrate (ein Großquadrat besteht aus 16 Kleinquadraten) ausgezählt. Unter 

Berücksichtigung der Fläche der ausgezählten Quadrate und dem Abstand zwischen Deckglas 

und Objektträger, kann die Zellmenge der Suspension bestimmt werden. 

 

                                                                      

Gl. 9-1: Formel zur Bestimmung der Zellzahl. 

 

 

9.7.5 Retrovirale Transfektion von GP
+ 

env AM12 und Infektion von                     

CHO-K1-, CHO-hA2B- und HEK-293-Zellen 

Einen Tag vor der Transfektion werden 1,5 x 10
6 

 GP
+
 env AM12-Zellen auf eine 25 cm

2
 

Zellkulturflasche in einem Medium ohne Xanthin, Hypoxanthin und Mycophenolsäure 

ausgesät. Für einen Transfektionsansatz wird eine 25 cm
2
 Flasche benötigt. 

Einige Stunden vor der Transfektion wird das Medium gegen 6,25 ml antibiotikafreies 

Medium ausgetauscht. Für einen Transfektionsansatz werden 10 µg DNA benötigt, wobei 

sich die Menge aus 6,25 µg der pQCXIN/pQCXIP/pLSXN-Vektoren mit dem entsprechenden 

Rezeptorgen und 3,75 µg VSV-G-Protein-DNA zusammensetzt. Die ausgerechnete DNA-

Menge wird in einem Eppendorfgefäß vorgelegt und mit Medium (DMEM) ohne Zusätze auf 

625 µl aufgefüllt. Außerdem werden für einen Transfektionsansatz  25 µl Lipofectamin 2000 

und 600 µl DMEM in einem Eppendorfgefäß vorgelegt und 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Inkubation wird die Mischung zu dem 625 µl DNA-Ansatz gegeben. Es wird 

gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der gesamte Ansatz wird auf die 25 cm
2
 

Zellkulturflasche der konfluenten Verpackungszellen gegeben und durch Umschwenken mit 

dem vorgelegten Medium gemischt. Nach 12-15 h bei 37°C im Brutschrank erfolgt ein 

Mediumwechsel (3 ml DMEM, FCS, Ultraglutamin, PS) sowie die Zugabe von 30 µl 

Natriumbutyrat (500 mM in Wasser, sterilfiltriert). Für die Virenproduktion wird die 25 cm
2
 

Flasche 48 h bei 32°C kultiviert. Einen Tag vor Infektion werden 5 x 10
5 

CHO-K1,- CHO-

hA2B- bzw. HEK-293-Zellen pro 25 cm
2
 Flasche ausgesät. Am Tag der Infektion werden 3 ml 

Virenüberstand der Verpackungszellen abgenommen und durch einen 0,22 µm Sterilfilter auf 

die Zielzellen gegeben, deren Medium zuvor abgenommen wurde. Außerdem werden 6 µl 

Polybrenelösung (4 mg/ml in Wasser, sterilfiltriert) zugegeben. Nach 2,5 Stunden Inkubation 
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bei 37°C werden die Viren entfernt und durch das entsprechende Kulturmedium der  

Zielzellen ersetzt. Nach 48 h werden die Zellen in Selektionsmedium (Kulturmedium 

zusätzlich mit 800 µg/ml G418 oder 7 µg/ml Puromycin) umgesetzt. Alle zwei Tage wird das 

alte Medium abgenommen und durch neues Selektionsmedium ersetzt. Nach etwa einer 

Woche Selektion wird die G418- Konzentration im Medium auf 200 µg/ml reduziert. 

 

9.7.6 Zellen fixieren 

Einen Tag vor dem Fixieren werden ca. 500.000 Zellen in eine 6-Well-Platte mit Objektträger 

ausgesät. Am nächsten Tag wird das Kulturmedium abgenommen und es wird zweimal mit 2 

ml warmem PBS-Puffer mit Zusatz von ADA (2 U/ml) gewaschen, um tote Zellen zu 

entfernen. Anschließend werden die Zellen mit je 2 ml 2 % Glutardialdehyd in PBS-Puffer 20 

min bei Raumtemperatur fixiert. Nachfolgend wird dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und 

die Objekte werden mit Hilfe von „Mounting-Medium“ auf geeignete Objektträger fixiert. 

 

9.7.7 Membranpräparationen von rekombinanten CHO-hA2B, rA2B-, mA2B-                      

und CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

Bei 90 % Konfluenz der Zellen in den 175 cm
2
 Flaschen werden diese in einem Verhältnis 

von 1:20 auf Zellkulturschalen für eine Membranpräparation gesplittet. Um für nachfolgende 

Experimente genügend Rezeptorausbeute zu erhalten, werden mindestens 180 

Zellkulturschalen benötigt. Sind diese konfluent, wird das alte Medium abgeschüttet und es 

wird mit je 5 ml PBS-Puffer gewaschen. Dann werden diese sofort bei –80°C bis zur 

Weiterbearbeitung eingefroren. Nachfolgend werden die Schalen bei Raumtemperatur kurz 

angetaut und es werden 2 ml 5 mM Tris-/2 mM EDTA-Puffer, pH 7,4 zugegeben. Mit einem 

Gummischaber werden die Zellen abgelöst und in einem Becherglas wird die Zellsuspension 

auf Eis vereint. Nach Bearbeitung aller Zellkulturschalen wird die Zellsuspension mit dem 

Ultraturrax 1 min auf maximaler Stufe zerkleinert und anschließend homogenisiert. Die 

Suspension wird zur Entfernung der Zellkerne und größerer Zellorganellen 10 min bei 1000 g 

und 4°C zentrifugiert. Die Pellets werden verworfen und der Überstand wird bei 48400 g und 

4°C für 1 Stunde zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand verworfen und die Pellets 

werden in 10 ml 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 resuspendiert. Danach wird erneut bei 48400 g 

und 4°C für 1 Stunde zentrifugiert. Nachfolgend wird der Überstand abgenommen und jedes 

Pellet wird in 3 ml 50 mM Tris-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Die Zellsuspensionen 

werden in einem Becherglas vereint und erneut mit dem Ultraturrax bearbeitet und 
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homogenisiert. Das Protein wird in 1 ml Portionen aliquotiert und bis zur Verwendung bei –

80°C gelagert. 

 

9.8 Proteinbestimmung nach Lowry 

Die Proteinbestimmung nach der Methode von Lowry beruht auf der Eigenschaft der 

Peptidbindung von Proteinen mit Cu
2+

-Ionen in alkalischer Lösung  Komplexe zu bilden. Des 

Weiteren spielen einige Aminosäuren im Protein eine Rolle bei der blauen Farbentwicklung, 

da sie die im Folin-Reagenz enthaltenen Polymolybdato- und Polywolframatophosphorsäuren 

reduzieren können.
274

 

Für die Standardgerade wird eine 1 mg/ml BSA-Stammlösung in deionisierten Wasser 

angesetzt und in einer Quarzküvette wird die Absorption bei 280 nm vermessen. Bei einer      

1 mg/ml BSA-Lösung liegt der Sollwert der OD bei 0,66. Da ein linearer Zusammenhang 

zwischen der OD bei 280 nm und der Menge an BSA in Lösung besteht, kann mit Hilfe der 

gemessenen OD die tatsächliche Konzentration der BSA-Stammlösung bestimmt werden. 

Des Weiteren wurde frisch eine Mischung (Reagenz C) aus Reagenz A und Reagenz B im 

Verhältnis 50:1 hergestellt.  

Die BSA-Standardgerade wurde nach dem folgenden Verdünnungsschema hergestellt: 

 
Ausgangslösung: 1 mg/ml BSA in Wasser 

 

Table 9-1: Verdünnungsschemata für die Proteinbestimmung nach Lowry. 

c Protein 

[µg/ml] 

1 mg/ml 

BSA-Stammlösung 

[µl] 

50 mM 

Tris-Puffer, pH 7,4 

[µl] 

Verdünnungsfaktor 

50 10 190 1:20 

100 20 180 1:10 

200 40 160 1:5 

300 60 140 1:3,3 

400 80 120 1:2,5 

500 100 100 1:2 

 

Bei einer abweichenden BSA-Stammlösungskonzentration wurden die angegebenen 

Proteinkonzentrationen dementsprechend angeglichen. 

 

Die Proteinproben wurden verschieden verdünnt (z. B. 1:10 > 20 µl Probe + 180 µl 50 mM 

Tris-Puffer, pH 7,4, 1:20 > 10 µl Probe + 190 µl 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4), um in dem 
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Bereich der Proteinkonzentrationen der Standardgerade zu liegen. Des Weiteren wurden als 

Nullwert 200 µl 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 in ein Reagenzglas vorgelegt. 

Zu allen 200 µl Ansätzen (verschiedene Standardproteinkonzentrationen, Proteinproben, 

Nullwert) werden je 1 ml Reagenz C gegeben. Es wird gemischt und 20 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Anschließend werden 100 µl Reagenz D zu allen Ansätzen gegeben. Es 

wird erneut gemischt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird von jedem 

Ansatz 1 ml in eine Halbmikroküvette pipettiert und am Photometer werden die Proben gegen 

den Nullwert bei 500 nm gemessen. Die Absorptionswerte des Standards werden graphisch 

gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. Anhand der erhaltenen Standardgerade, kann - 

unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors der Proteingehalt der Proben bestimmt 

werden. 

 

 

9.9 Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudien 

 

9.9.1 Kompetitionsexperimente mit [³H]PSB-603 an humanen rekombinanten 

Adenosin-A2B-Rezeptoren 

 

Spezifische Aktivität von [
3
H]PSB-603 = 73 Ci/mmol, c = 1 Ci/l 

KD = 0,403 nM  

 

Verdünnung im Assay: 1:20, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1) 25 µl  50 % DMSO / 50 % 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 zur Bestimmung der 

Gesamtbindung, 

200 µM DPCPX (Endkonzentration 10 µM) in 50 % DMSO / 50 % 50 mM 

Tris-Puffer, pH 7,4 zur Bestimmung der unspezifische Bindung, 

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen in 50 % DMSO / 50 %            

50 mM Tris-Puffer,  pH 7,4 

2) 275 µl 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 

3) 100 µl  [
3
H]PSB-603 (Endkonzentration 0,3 nM) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 

4) 100 µl         hA2B-CHO-Präparation in 50 mM Tris-Puffer, (50 µg Protein / Vial) 

    500 µl Endvolumen 
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Von den Testsubstanzen werden die gewünschten Konzentrationen unter Berücksichtigung 

der DMSO-Endkonzentration und der Verdünnung im Assay hergestellt. Von diesen werden 

je 25 µl in Duplikaten in vorbereitete 4 ml Reaktionsgefäße vorgelegt sowie 25 µl 50 % 

DMSO / 50 % Tris-Puffer für die Bestimmung der Gesamtbindung und  25 µl 200 µM 

DPCPX in 50 % DMSO / 50 % Tris-Puffer für die Bestimmung der unspezifische Bindung. 

Zu jedem Reaktionsgefäß werden 275 µl 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 gegeben und 

anschließend 100 µl Radioligandlösung in der entsprechenden Konzentration. Die hA2B-

CHO-Membranpäparation wird  mit 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 so verdünnt, dass pro 

Reaktionsgefäß 50 µg Protein eingesetzt werden. Zur Zerstörung des endogenen Adenosins 

werden pro ml angesetzter Proteinsuspension 2 U ADA zugesetzt und 20 min inkubiert. 

Anschließend werden pro Reaktionsansatz 100 µl Proteinsuspension zugegeben und es wird 

75 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch nachfolgende Filtration über GF-B Filter, wird 

der gebundene Radioligand vom freien getrennt. Die Filter werden nach dem Absaugen des 

Versuchansatzes, mindestens viermal mit je 2 ml eiskaltem 50 mM Tris-Puffer / 0,1 % BSA, 

pH 7,4 gewaschen. Die Filterscheiben werden in Szintillationsgefäße überführt mit 2,5 ml 

Szintillationscocktail versetzt und nach 6 h Inkubation im LSC-Counter vermessen. 

Für die Auswertung des Experiments wird die spezifische Bindung des Radioliganden in 

Anwesenheit der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen bestimmt und 

graphisch dargestellt. Zur Ermittlung der spezifischen Bindung des Radioliganden werden die 

im Experiment erhaltenen Werte der unspezifischen Bindung (cpm) von den Werten der 

Gesamtbindung und den erhaltenen Werten für die verschiedenen Konzentrationen der 

Testsubstanzen subtrahiert. Mit dem Programm „Graph Pad Prism 4“ kann somit eine 

sigmoidale Inhibitionskurve erstellt werden, aus der als Maß für die Affinität der Testsubstanz 

zu dem Rezeptor ein IC50- bzw. Ki- Wert berechnet werden kann.   
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9.9.2 Natrium-Shift-Experimente an humanen A2B-Rezeptoren mit [³H]PSB-603 

 

Spezifische Aktivität von [
3
H]PSB-603 = 73 Ci/mmol, c = 1 Ci/l 

KD = 0,41 nM  

 

Verdünnung im Assay: 1:20, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1) 25 µl  50 % DMSO / 50 % 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 zur Bestimmung der 

Gesamtbindung, 

200 µM DPCPX (Endkonzentration 10 µM) in 50 % DMSO / 50 % 50 mM 

Tris-Puffer, pH 7,4 zur Bestimmung der unspezifische Bindung, 

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen in 50 % DMSO / 50 %         

50 mM Tris-Puffer,  pH 7,4 

2) 150 µl 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 

3) 125 µl         (400 mM NaCl gelöst in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4) 

4) 100 µl  [
3
H]PSB-603 (Endkonzentration 0,3 nM) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 

5) 100 µl         hA2B-CHO-Präparation in 50 mM Tris-Puffer, (50 µg Protein / Vial) 

    500 µl Endvolumen 

 

Die Versuchsdurchführung der Natrium-Shift-Experimente erfolgte, außer dem Zusatz von 

Natriumchlorid, analog zur Durchführung der Kompetitionsexperimente mit [³H]PSB-603 an 

humanen rekombinanten A2B-Rezeptoren (s. 9.9.1). 
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9.9.3 Assoziations- und Dissoziationsexperimente mit [³H]NECA an humanen 

rekombinanten Adenosin-A2B-Rezeptoren 

 

Assoziationsexperiment 

 

Verdünnung im Assay: 1:40, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1)  25 µl  100 % DMSO zur Bestimmung der Gesamtbindung, 

10 mM NECA (Endkonzentration 250 µM) in 100 % DMSO zur Bestimmung 

der unspezifische Bindung, 

2)  775 µl 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2,  pH 7,4 

3)  100 µl  [
3
H]NECA (30 nM) in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 

4) 100 µl hA2B-CHO-Präparation in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 (200 µg 

Protein / Vial) 

Es erfolgte eine zeitversetzte Zugabe des Proteins. 

    1000 µl Endvolumen 

 

Für die Bestimmung der Gesamtbindung werden 25 µl 100 % DMSO und für die 

Bestimmung der unspezifische Bindung werden 25 µl 10 mM NECA (Endkonzentration           

250 µM) in 100 % DMSO als Doppelbestimmung für jeden Messzeitpunkt vorgelegt. 

Anschließend werden der Inkubationspuffer und die Radioligandlösung zugegeben. Die wie 

in Abschnitt 9.9.5 hergestellte Proteinsuspension wird zeitversetzt in die Reaktionsgefäße, die 

zur Bestimmung der Gesamtbindung und unspezifischen Bindung dienen, pipettiert. Das 

Rezeptorprotein wurde genau nach 0,5 / 1 / 2 / 5 / 20 / 30 / 120 / 240 Minuten im inversen 

Zeitgang zugegeben. Anschließend wurde der Reaktionsansatz beim Zeitpunkt                          

t = 0 (240 min) wie in Abschnitt 9.9.5 beschrieben abfiltriert und weiterbehandelt. 

Zur Ermittlung der spezifischen Bindung des Radioliganden werden die im Experiment 

erhaltenen Werte der unspezifischen Bindung (cpm) von den Werten der Gesamtbindung 

subtrahiert. Anschließend werden die Inkubationszeiten gegen die entsprechende spezifische 

Bindung des Radioliganden mit Hilfe des Programms „Graph Pad Prism 4“ nicht linear 

graphisch dargestellt.  
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Dissoziationsexperiment 

 

Verdünnung im Assay: 1:40, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1) 775 µl  50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7, 4 

2) 100 µl  [
3
H]NECA (Endkonzentration 30 nM) in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2,  

pH 7,4 

3) 100 µl   hA2B-CHO-Präparation in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 

 (200 µg Protein / Vial) 

4)  Inkubation 240 min bei 4°C im Kühlschrank 

5) Es erfolgte eine zeitversetzte Zugabe von 25 µl 10 mM NECA (Endkonzentration         

250 µM) in 100 % DMSO 

 

In je zwei Reagenzgefäße werden 25 µl 100 % DMSO für die Bestimmung der 

Gesamtbindung  und 25 µl 10 mM NECA in 100 % DMSO für die Bestimmung der 

unspezifischen Bindung vorgelegt. In alle Reagenzgläser werden Inkubationspuffer, 

Radioligandlösung und die wie in Abschnitt 9.9.5 hergestellte  Proteinsuspension zu gegeben. 

Anschließend werden 240 min bei 4°C im Kühlschrank bis zur Einstellung des 

Gleichgewichtes inkubiert. 

Nach der Inkubation erfolgt eine zeitversetzte Zugabe, außer in die Reaktionsgefäße für die 

Bestimmung der Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung, von 25 µl 10 mM NECA 

(Endkonzentration 250 µM) in 100 % DMSO. Die Substanz wurde genau nach 0,5 / 1 / 2 / 5 / 

10 / 20 / 30 / 60 / 120 Minuten im inversen Zeitgang zugegeben. Beim Zeitpunkt t = 0 wird 

der Versuchsansatz wie in Abschnitt 9.9.5 beschrieben abfiltriert und weiterbehandelt.  
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9.9.4 Sättigungsexperimente mit [³H]NECA an rekombinanten humanen, Ratten- und 

Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren 

 

Verdünnung im Assay: 1:40, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1) 25 µl  100 % DMSO für die Gesamtbindung, 

10 mM NECA (Endkonzentration 250 µM) in 100 % DMSO zur Bestimmung 

der unspezifische Bindung, 

2) 775 µl 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2,  pH 7,4 

3) 100 µl  [
3
H]NECA (10-2000 nM) in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 

4) 100 µl  A2B-CHO-Präparationen in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7, 4                     

(200-340 µg Protein / Vial) 

    1000 µl Endvolumen 

 

Die Versuchsdurchführung erfolgt in Duplikaten und in hohen Radioligandkonzentrationen in 

Einzelwerten, um den Radioligandverbrauch zu minimieren. Der Radioligand wurde in dem 

gewünschten Konzentrationsbereich (10-2000 nM) mit 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 

7,4 entsprechend verdünnt und für jede Radioligandkonzentration werden 25 µl 100 % 

DMSO zur Bestimmung der Gesamtbindung und 25 µl 10 mM NECA (Endkonzentration  

250 µM) zur Bestimmung der unspezifische Bindung in die Reaktionsgefäße vorgelegt. Die 

nachfolgenden Versuchsschritte werden so durchgeführt, wie in Abschnitt 9.9.5 beschrieben. 

Zur Ermittlung der spezifischen Bindung des Radioliganden werden die im Experiment 

erhaltenen Werte der unspezifischen Bindung (cpm) von den Werten der Gesamtbindung 

subtrahiert. Dann werden die verschiedenen Konzentrationen des Radioliganden gegen seine 

spezifische Bindung mit Hilfe des Programms „Graph Pad Prism 4“ nicht linear graphisch 

dargestellt.  
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9.9.5 Kompetitionsexperimente mit [³H]NECA an rekombinanten humanen, Ratten- 

und Maus-Adenosin-A2B-Rezeptoren 

 

Spezifische Aktivität von [
3
H]NECA = 15,9 Ci/mmol, c = 1 Ci/l 

 

KD human = 441 nM  

KD Ratte = 325 nM 

KD Maus = 894 nM  

 

Verdünnung im Assay: 1:40, DMSO-Gehalt: 2,5 % 

 

Pipettierschema: 

 

1) 25 µl  100 % DMSO zur Bestimmung der Gesamtbindung, 

10 mM NECA (Endkonzentration 250 µM) in 100 % DMSO zur Bestimmung 

der unspezifische Bindung, 

Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen in 100 % DMSO  

2) 775 µl 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2,  pH 7,4 

3) 100 µl  [
3
H]NECA (Endkonzentration 30 nM) in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, 

pH 7,4 

4) 100 µl  A2B-CHO-Präparation in 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7, 4                     

(200-350 µg Protein / Vial) 

    1000 µl Endvolumen 

 

Von den Testsubstanzen werden die gewünschten Konzentrationen unter Berücksichtigung 

der DMSO-Endkonzentration und der Verdünnung im Assay hergestellt. Von diesen werden 

je 25 µl in Duplikaten in vorbereitete 4 ml Reaktionsgefäße vorgelegt sowie 25 µl 100 % 

DMSO für die Bestimmung der Gesamtbindung und  25 µl 10 mM NECA in 100 % DMSO 

für die Bestimmung der unspezifische Bindung. Zu jedem Reaktionsgefäß werden 775 µl 50 

mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 gegeben und anschließend 100 µl Radioligandlösung. 

Die A2B-CHO-Membranpäparationen werden mit 50 mM Tris-Puffer, 10 mM MgCl2, pH 7,4 

so verdünnt, dass pro Reaktionsgefäß und je nach Rezeptorexpression 200-350 µg Protein 

eingesetzt werden. Zur Zerstörung des endogenen Adenosins werden pro mg verwendetes 

Protein 2 U ADA zugesetzt und es wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
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werden pro Reaktionsansatz 100 µl Proteinsuspension zugegeben und es wird 4 h bei 4°C im 

Kühlschrank inkubiert. Durch nachfolgende sofortige Filtration über GF-C Filter, wird der 

gebundene Radioligand vom freien getrennt. Die Filter werden nach dem Absaugen des 

Versuchansatzes, mindestens sechsmal mit je 3 ml eiskaltem 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 

gewaschen. Die Filterscheiben werden in Szintillationsgefäße überführt mit 2,5 ml 

Szintillationscocktail versetzt und nach 6 h Inkubation im LSC-Counter vermessen. 

Für die Auswertung des Experiments wird die spezifische Bindung des Radioliganden in 

Anwesenheit der unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen bestimmt und 

graphisch dargestellt. Zur Ermittlung der spezifischen Bindung des Radioliganden werden die 

im Experiment erhaltenen Werte der unspezifischen Bindung (cpm) von den Werten der 

Gesamtbindung und den erhaltenen Werten für die verschiedenen Konzentrationen der 

Testsubstanzen subtrahiert. Mit dem Programm „Graph Pad Prism“ kann somit eine 

sigmoidale Inhibitionskurve erstellt werden, aus der als Maß für die Affinität der Testsubstanz 

zu dem Rezeptor der IC50- bzw. Ki- Wert berechnet werden kann.  

 

9.10 Fluorimetrische Calcium-Messungen an Jurkat-T-, HEK-293-,  HEK-hA2B-             

und CHO-hA2B-Zellen 

Die Zellen von zwei konfluenten 175 cm
2 

Flaschen werden bei der Verwendung von HEK- 

und CHO-hA2B-Zellen zuerst abgelöst, anschließend in ein Falkon-Gefäß überführt und 1 h 

bei 37 C°, 5 % CO2 inkubiert. Bei der Verwendung von Jurkat-T-Zellen können diese direkt 

in ein Falkon-Gefäß überführt werden. Nach der Inkubation erfolgt eine 5 minütige 

Zentrifugation bei 200 g, 4°C und nachfolgend werden die erhaltenen Zellpellets in 994 µl 

Krebs-HEPES-Puffer, pH 7.4 resuspendiert. Dann erfolgt die Zugabe von 3 μl Oregon Green 

BAPTA-1/AM (OG)-Stammlösung und 3 μl Pluronic® F127-Stammlösung und die 

Zellsuspension wird unter Ausschluss von Licht 1 h bei Raumtemperatur unter „Rotieren“ 

inkubiert. Nach der Inkubation werden die Zellen dreimal mit je 1 ml KHP-Puffer gewaschen 

und anschließend wird die Zellsuspension in 16 ml KHP-Puffer unter Zusatz von 2 U/ml 

ADA verdünnt. Bei der Messung von Adenosin wurde auf die Zugabe von ADA verzichtet. 

Anschließend werden je 160 µl der Zellsuspension (~ 300.000 Zellen) pro Well ausplattiert. 

Für die Testung auf Antagonismus wurden vorher 20 µl einer 10-fach höher konzentrierten 

Lösung des Antagonisten in 10 % DMSO und für die Testung auf Agonismus wurden 20 µl 

einer 90 % KHP-Puffer / 10 % DMSO Mischung in die Wells vorgelegt. Die Platten werden 

unter Lichtausschluss 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während dieser Zeit wird eine 

10-fach höher konzentrierte Agonist-Lösung in 10 % DMSO hergestellt und es werden je           
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30 µl in eine Injektionsplatte vorgelegt. Nach dem Spülen der Pumpe des Fluorimeters mit 

KHP-Puffer, werden 20 μl der Agonist-Lösung in die entsprechenden Wells mit den Zellen 

und vorgelegten Substanzen injiziert. Anhand der Fluoreszenzintensität kann der Anstieg der 

intrazellulären Calciumkonzentration in den Zellen beobachtet werden. Dabei wurden im Fall 

von HEK-293,- HEK-hA2B- und CHO-hA2B-Zellen 60 Zeitintervalle (je 4 s) gemessen, 

wohingegen bei der Verwendung von Jurkat-T-Zellen aufgrund des verzögerten Calcium-

Signals 250 Zeitintervalle (4 s) gemessen wurden.  

Für die Auswertung der Experimente wird der initial nach der Injektion gemessene 

Fluoreszenzwert als Nullwert verwendet und von jedem weiteren Messwert abgezogen. 

Anschließend wird der Mittelwert eines Messintervalls in „Graph Pad Prism“ gegen die 

Konzentration der verwendeten Substanzen aufgetragen. Es entsteht eine Dosis-

Wirkungskurve aus der der IC50- oder EC50-Wert einer Substanz bestimmt werden kann. 

 

9.11 Präparation des cAMP-Bindeproteins 

Die Präparation des cAMP-Bindeproteins wurde wie von Nordstedt et al. beschrieben 

durchgeführt.
275

 Es wurden mehrere Rindernebennieren vom Fettgewebe und Nierenmark 

befreit und anschließend in 10 Volumenanteilen von einem 100 mM Tris/HCl, pH 7.4,             

250 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,1 % 2-Mercaptoethanol, und 0,25 M Sucrose enthaltenen 

Puffer aufgenommen und homogenisiert. Das Homogenisat wurde durch Mullbinden filtriert 

und anschließend durch eine Zentrifugation von 60 min bei 30000 g, 4°C weiter aufgereinigt. 

Der so gewonnene klare Überstand mit dem enthaltenen löslichen Protein (Proteinkinase A) 

wurde nach einer Proteinbestimmung nach Lowry (s. 9.8 ) in 1 ml Portionen aliquotiert und 

bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 

 

9.12 cAMP-Experimente an CHO-hA2B-hA2A-Zellen 

Einen Tag vor dem Versuch werden 200.000 Zellen pro Well in einer 24 Well-Platte ausgesät. 

Bei 90 % Konfluenz am nächsten Tag wird das Medium abgenommen und die Zellen werden 

zweimal mit HBSS-Puffer pH 7,3 gewaschen. Anschließend verbleiben 300 µl des HBSS-

Puffers mit Zusatz von 2 U/ml ADA auf den Zellen und die Platten werden 2 h bei 37°C und 

5 % CO2 inkubiert. Bei der Messung von Adenosin wurde auf die Zugabe von ADA 

verzichtet. Dann erfolgte die Zugabe von 100 µl eines Phosphodiesteraseinhibitors Ro20-

1724 (einsetzen 200 µM in 2 % DMSO / 98 % HBSS-Puffer, Endkonzentration 40 µM) 

welcher in 100 % HBSS-Puffer gelöst wurde. Nach einer Inkubation von 10 min bei 37°C 

erfolgte die Zugabe von je 100 µl der entsprechenden Agonisten, welche in 5 % DMSO 95 % 

HBSS-Puffer gelöst waren. Nach weiteren 15 min Inkubation wurden 500 µl eines heißen 
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Lysepuffers (90°C, 4 mM EDTA, 0,01 % Trition X-100, pH 7,3) zu jedem Well pipettiert um 

die cAMP-Akkumulation abzustoppen. Die 24 Well-Platten wurden auf Eis gestellt und jedes 

Well wurde durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Für die sich anschließende 

Radioligand-Rezeptor-Bindungsstudie wurden 50 µl des Zelllysates in Reaktionsgefäße 

überführt. Dann erfolgte die Zugabe von 30 µl [³H]cAMP (3 nM Endkonzentration) gelöst in 

Lyse-Puffer (4 mM EDTA, 0,01 % Trition X-100, pH 7,3) und anschließend die Zugabe von 

40 µl cAMP-Bindeprotein (50 µg Protein pro Reagenzglas) im gleichen Puffer. Zur 

Bestimmung der  Gesamtbindung wurden außerdem 50 µl des Lyse-Puffers (4 mM EDTA, 

0,01 % Trition X-100, pH 7,3), 30 µl vom [
3
H]cAMP Radioliganden und 40 µl des cAMP-

Bindeproteins und für die Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden 90 µl des Lyse-

Puffers (4 mM EDTA, 0,01 % Trition X-100, pH 7.3) und 30 µl des  [
3
H]cAMP 

Radioliganden in die Reagenzgläser pipettiert. Des Weiteren wurden je 50 µl eines cAMP 

Standards mit bekannten Konzentrationen in die Reagenzgläser vorgelegt. Nach einer 

einstündigen Inkubation auf Eis erfolgt eine Filtration über GF-B Filter, dabei wird der 

gebundene Radioligand vom freien getrennt. Die Filter werden nach dem Absaugen des 

Versuchansatzes, mindestens dreimal mit je 3 ml eiskaltem 50 mM Tris-Puffer pH 7,4 

gewaschen. Die Filterscheiben werden in Szintillationsgefäße überführt mit 2,5 ml 

Szintillationscocktail versetzt und nach 9 h Inkubation im LSC-Counter vermessen. 

 

9.13 cAMP-Experimente an Jurkat-T-,  HEK-293- und HEK-hA2B-Zellen 

Die Zellen von zwei konfluenten 175 cm² Zellkulturflaschen werden in 50 ml Falkon-Gefäße 

überführt und bei 200 g und 4°C 5 min zentrifugiert. Der Überstand wird entfernt und das 

Zellpellet wird in HBSS-Puffer, pH 7,4 unter Zusatz von 2 U/ml ADA resuspendiert. Für die 

Messung von Adenosin wurde auf die Zugabe von ADA verzichtet. Anschließend werden je 

200 µl der Zellsuspension (ca. 300.000 Zellen pro Well) in 24 Well-Platten überführt und        

1,5 h bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 25 µl des 

Phosphodiesteraseinhibitors Ro20-1724 (Endkonzentration 40 µM) welcher in 100 % HBSS-

Puffer gelöst wurde. Nach einer Inkubation von 10 min bei 37°C erfolgte die Zugabe von  

12,5 µl des Antagonisten und nach weiteren 10 min Inkubation  erfolgte die Zugabe von        

12,5 µl des Agonisten. Für die Testung auf Agonismus wurden 25 µl des Agonisten zu jedem 

Well gegeben. Im Fall der Testung von NECA oder Adenosin in der Anwesenheit von 

BAY60-6583 wurden beide Substanzen gleichzeitig auf die Zellen gegeben. Alle Substanzen 

wurden in einer Mischung aus 90 % HBSS-Puffer und 10 % DMSO gelöst bevor sie auf die 

Zellen gegeben wurden, damit die DMSO-Konzentration im Assay 1,4 % nicht übersteigt. 

Nach einer 15 minütigen Inkubation der Agonisten wurden 250 µl eines heißen Lysepuffers          
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(90°C, 8 mM EDTA, 0,02 % Trition X-100, pH 7,3) zu jedem Well pipettiert, um die cAMP-

Akkumulation abzustoppen. Die 24 Well-Platten wurden auf Eis gestellt und jedes Well 

wurde durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Für die sich anschließende Radioligand-

Rezeptor-Bindungsstudie wurden 50 µl des Zelllysates in Vials überführt. Des Weiteren 

wurden 50 µl eines cAMP-Standards mit bekannten Konzentrationen in die Reagenzgläser 

vorgelegt. Dann erfolgte die Zugabe von 30 µl [³H]cAMP (3 nM Endkonzentration) gelöst in 

Lyse-Puffer (4 mM EDTA, 0,01 % Trition X-100, pH 7,3) und anschließend die Zugabe von 

40 µl cAMP-Bindeprotein (50 µg Protein pro Reagenzglas) im gleichen Puffer. Zur 

Bestimmung der  Gesamtbindung wurden 50 µl des Lyse-Puffers (4 mM EDTA, 0,01 % 

Trition X-100, pH 7,3), 30 µl vom [
3
H]cAMP und 40 µl des cAMP-Bindeproteins und für die 

Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden 90 µl des Lyse-Puffers (4 mM EDTA, 0,01 

% Trition X-100, pH 7.3) und 30 µl [
3
H]cAMP in die Reagenzgläser pipettiert. Nach einer 

einstündigen Inkubation auf Eis erfolgt eine Filtration über GF-B Filter, dabei wird der 

gebundene Radioligand vom freien getrennt. Die Filter wurden nach dem Absaugen des 

Versuchansatzes, mindestens dreimal mit je 3 ml eiskaltem 50 mM Tris-Puffer pH 7,4 

gewaschen. Die Filterscheiben wurden in Szintillationsgefäße überführt mit 2,5 ml 

Szintillationscocktail versetzt und nach 9 h Inkubation im LSC-Counter vermessen. 

Die Auswertung aller cAMP-Versuche wurde mit den Programmen Excel und „Graph Pad 

Prism 4“ durchgeführt. Mit Hilfe der erhaltenen cAMP-Standardgerade, kann der cAMP-

Gehalt aus den Proben berechnet werden. Mit dem Programm „Graph Pad Prism“, wurde der 

erhaltene cAMP-Gehalt gegen die jeweils eingesetzte Konzentration der Substanzen 

aufgetragen. Es entsteht eine Dosis-Wirkungskurve aus der der IC50- oder EC50-Wert einer 

Substanz bestimmt werden kann. 

 

9.14 Transiente Transfektion und FRET-Experimente 

24 Stunden vor der Transfektion werden die CHO-K1-Zellen von einer großen konfluenten 

Flasche abgelöst und in ein 50 ml Falkon-Gefäß überführt. Zur Bestimmung der Zellzahl 

werden 10 µl der Zellsuspension auf die Zählfläche einer Neubauer-Zählkammer aufgetragen. 

Es werden mindestens zwei der vier Großquadrate ausgezählt. Unter Berücksichtigung der 

Fläche der ausgezählten Quadrate und der Entfernung zwischen Deckglas und Objektträger, 

kann die Zellmenge der Suspension bestimmt werden (Gl. 9-1). Pro 6-Well werden 700.000 

Zellen ausgesät und jedem Well werden 2 ml Medium DMEM-F12 mit FCS ohne 

Antibiotikum zugegeben. Die ausgesäten 6-Well-Platten werden bis zum nächsten Tag bei 

37°C und 5 % CO2 inkubiert. Idealerweise sind die Zellen am Tag der Transfektion zu              
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90-100 % konfluent. Für die Transfektion wird als Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 

verwendet. Des Weiteren werden Opti-MEM-Medium sowie ausreichende DNA-Mengen der 

zu untersuchenden Donor- und Akzeptorkonstrukte benötigt (Maxipräparationen). Für jede zu 

bestimmende Probe (Donorkonstrukt alleine, Akzeptorkonstrukt alleine, zu untersuchende 

Donor- und Akzeptorkonstrukte in Kombination, Positiv- und Negativkontrollen) werden je 

zwei 1,5 ml Eppendorfgefäße vorbereitet. In das erste Eppendorfgefäß kommen die zu 

testenden DNA-Mengen sowie 500 µl des Opti-MEM-Mediums. In das zweite 

Eppendorfgefäß kommt die entsprechende Menge an Lipofectamin (DNA-Menge (µg) zu 

Lipofectamin (µl) = 1:1) und 500 µl des Opti-MEM-Mediums. Beide Eppendorfgefäße 

werden gut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird der Inhalt 

von Gefäß zwei in Gefäß eins überführt (1 ml). Zur Bildung des Lipofektamin-DNA-

Komplexes werden alle Eppendorfgefäße 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während der 

Inkubationszeit wird das Medium der CHO-K1 Zellen auf den 6 Well-Platten abgesaugt, es 

wird zweimal mit je 500 µl Opti-MEM-Medium gewaschen und anschließend werden 500 µl 

Opti-MEM-Medium auf den Zellen belassen. Nach der Inkubation werden 500 µl von jeder 

Probe (Lipofektamin-DNA-Komplex) in Duplikaten auf die Zellen gegeben und es wird 4,5 h 

bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Zur Messung der Hintergrundfluoreszenz werden außerdem 

zwei Wells mit CHO-K1-Zellen untransfiziert belassen. Anschließend wird das Opti-MEM-

Medium entfernt und es werden 2 ml Kulturmedium (DMEM-F12, FCS, PS) auf die Zellen 

gegeben. Um eine relativ hohe Expression zu erzielen werden die Zellen  24 h bei 37°C und  

5 % CO2 inkubiert. Nach der Inkubation wird das Medium von den Zellen abgenommen und 

es wird zweimal mit 1 ml HBSS-Puffer gewaschen. Anschließend verbleiben je nach noch 

vorhandener Zellmenge 250 µl HBSS-Puffer auf den Zellen. Diese werden vorsichtig mit 

einem Zellschaber abgelöst und die je 250 µl Zellsuspensionen werden  in 1,5 ml 

Eppendorfgefäße überführt.  Für eine sich anschließende Proteinbestimmung nach Bradford 

werden 10 µl (Zellen vorher vorsichtig resuspendieren) von allen Proben in eine durchsichtige 

96-Well-Platte überführt. Weiterhin wird eine Standardgerade mit je 0,1 mg / ml, 0,2 mg / ml, 

0,3 mg / ml, 0,4 mg / ml und 0,5 mg / ml BSA hergestellt und je 10 µl in Duplikaten werden 

in die 96-Well Platte pipettiert. Als Nullwert werden außerdem 10 µl 100 % HBSS-Puffer 

verwendet. Die Original Bradford-Lösung wird 1:5 mit Wasser verdünnt und filtriert. Je 190 

µl der filtrierten Bradford-Lösung werden mit einer Mehrkanalpipette zu den 10 µl der Proben 

pipettiert und es wird 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden alle Proben 

bei einer Wellenlänge von 600 nm in einem Fluoreszenzmessgerät gemessen. Mit „Graph Pad 

Prism“ wird die Steigung der BSA-Standardgerade bestimmt woraus der Proteingehalt der 
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Proben erhalten werden kann. Anschließend wird berechnet wie viel µl HBSS-Puffer den 

einzelnen Proben zugegeben werden muss, um eine einheitliche Proteinkonzentration von         

0,2 mg/ml zu erzielen. Nach der Verdünnung der Proben auf  0,2 mg/ml mit HBSS-Puffer, 

werden von allen Proben 100 µl (20 µg Protein) in eine schwarze undurchsichtige Platte 

überführt (Zellen vorher gut resuspendieren). Anschließend wird im Fluoreszenzmessgerät die 

Fluoreszenz für EYFP (Anregungsfilter 500/10, Emissionsfilter F535), GFP² (Anregungsfilter 

405/10, Emissionsfilter 510/10) und für den Energieübertrag GFP²/YFP (Anregungsfilter 

405/10, Emissionsfilter F535) gemessen. Die Auswertung erfolgt in Excel. Zuerst wird von 

allen erhaltenen Messwerten die Hintergrundfluoreszenz (untransfizierte Zellen) in den 

jeweiligen Filterkombinationen subtrahiert. Bei der Auswertung nach der „Sensitized 

Emission“ Methode ist es außerdem notwendig, ein „Überspringen“ der Donorfluoreszenz in 

den FRET-Kanal zu korrigieren. Dafür wird in der Probe wo nur der Donor anwesend ist der 

Quotient aus FRET-SignalDonor/Donor-SignalDonor  = Korrekturfaktor B (CoB) bestimmt. Des 

Weiteren muss der Anteil der Akzeptorfluoreszenz im FRET-Kanal bestimmt werden. Dafür 

wird in der Probe wo nur der Akzeptor anwesend ist der Quotient aus FRET-

SignalAkzeptor/Akzeptor-SignalAkzeptor = Korrekturfaktor A (CoA) bestimmt.
276

 Mit den bei uns 

verwendeten Filterkombinationen lag der Korrekturfaktor B unabhängig von dem 

verwendeten Donorkonstrukt bei ca. 60-80 % und der Korrekturfaktor A bei ca.1-2 %. Das 

korrigierte FRET-Signal lässt sich dann folgendermaßen berechnen: 

 

                                                                

Gl. 9-2: Berechnung des korrigierten FRET-Signals.
276-277

 

 

Das korrigierte und normalisierte FRET-Signal, welches außerdem Fluktuationen innerhalb 

der Donor- und Akzeptorkonzentrationen berücksichtigt, wurde dann mit der Hilfe der 

folgenden Formel berechnet:
262

  

 

 

Daf = Donor und Akzeptor Probe gemessen im FRET-Filter  

Ddf = Donor und Akzeptor Probe gemessen im Donor-Filter  

Aaf = Donor und Akzeptor Probe gemessen im Akzeptor-Filter  

Gl. 9-3: Formel für die Berechnung des normalisierten FRET-Signals.
262
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9.15 Transiente Transfektion und BiFC-Experimente 

24 Stunden vor der Transfektion werden die CHO-K1 Zellen von einer großen konfluenten 

Flasche abgelöst und in ein 50 ml Falkon-Gefäß überführt. Zur Bestimmung der Zellzahl 

werden 10 µl der Zellsuspension auf die Zählfläche einer Neubauer-Zählkammer aufgetragen. 

Unter Berücksichtigung der Fläche der ausgezählten Quadrate und der Entfernung zwischen 

Deckglas und Objektträger, kann die Zellmenge der Suspension bestimmt werden (Gl. 9-1). 

Pro 6 Well werden 700.000 Zellen ausgesät und jedem Well werden 2 ml Medium DMEM-

F12 mit FCS ohne Antibiotikum zugegeben. Die ausgesäten 6 Well-Platten werden bis zum 

nächsten Tag bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Idealerweise sind die Zellen am Tag der 

Transfektion zu 90-100 % konfluent. Für die Transfektion wird als Transfektionsreagenz 

Lipofectamin 2000 verwendet. Des Weiteren benötigt man Opti-MEM-Medium sowie 

ausreichende DNA-Mengen der zu untersuchenden NYFP/CYFP-Konstrukte, EYFP-N1 und 

GFP²-N3 (Maxipräparationen). Für jede zu bestimmende Probe werden (NYFP-Konstrukte 

alleine, CYFP-Konstrukte alleine, NYFP und CYFP-Konstrukte in Kombination, Negativ- 

und Positivkontrollen) je zwei 1,5 ml Eppendorfgefäße vorbereitet. In das erste Gefäß 

kommen die zu testenden DNA-Mengen sowie 500 µl des Opti-MEM-Mediums. In das 

zweite Gefäß kommt die entsprechende Menge Lipofectamin (DNA-Menge (µg) zu 

Lipofectamin (µl) = 1:1) und 500 µl des Opti-MEM-Mediums. Für die Experimente zur 

Bestimmung der BiFC-Effizienz werden zusätzlich zu allen zu untersuchenden Proben 100 ng 

des GFP²-N3 Plasmids gegeben, und es werden zwei einzelne Proben von EYFP-N1 und 

GFP²-N3 vorbereitet. Beide Eppendorfgefäße werden gut gemischt und 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wird der Inhalt von Gefäß zwei in Gefäß eins 

überführt (1 ml). Zur Bildung des Lipofektamin-DNA-Komplexes werden alle 

Eppendorfgefäße 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubationszeit wird 

das Medium der CHO-K1 Zellen auf den 6 Well-Platten abgesaugt, es wird zweimal mit je 1 

ml Opti-MEM-Medium gewaschen und anschließend werden 500 µl Opti-MEM Medium auf 

den Zellen belassen. Je 500 µl von jeder Probe (Lipofektamin-DNA-Komplex) werden in 

Duplikaten auf die Zellen gegeben und es wird 4,5 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Als 

Hintergrundkontrolle werden außerdem zwei Wells mit CHO-K1 Zellen untransfiziert 

belassen. Anschließend wird das Opti-MEM-Medium entfernt und es werden 2 ml DMEM-

F12 mit FCS und PS auf die Zellen gegeben. Um eine relativ gute Expression zu erzielen, 

werden die Zellen 18 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend werden die Zellen 4,5 

h bei 30°C inkubiert um eine Maturation des EYFPs zu gewährleisten. Nach der Inkubation 

wird das Medium von den Zellen abgesaugt und es wird zweimal mit 1 ml/Well HBSS-Puffer 
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gewaschen. Anschließend verbleiben (je nach noch vorhandener Zellmenge) 250 µl HBSS-

Puffer auf den Zellen. Diese werden vorsichtig mit einem Zellschaber abgelöst und die 250 µl 

Zellsuspensionen werden in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt. Für eine sich anschließende 

Proteinbestimmung nach Bradford werden 10 µl (Zellen vorher resuspendieren) von allen 

Proben in eine durchsichtige 96-Well-Platte überführt. Weiterhin wird eine Standardgerade 

mit je 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ ml, 0,4 mg/ml und 0,5 mg/ml BSA hergestellt und je 10 

µl in Duplikaten werden in die 96-Wellplatte pipettiert. Als Nullwert werden 10 µl HBSS-

Puffer verwendet. Die Original Bradford-Lösung wird 1:5 mit Wasser verdünnt und filtriert. 

Je 190 µl der filtrierten Bradford-Lösung werden mit einer Mehrkanalpipette zu den 10 µl der 

Proben pipettiert und es wird 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden alle 

Proben bei einer Wellenlänge von 600 nm in einem Fluoreszenzmessgerät vermessen. Mit 

„Graph Pad Prism“ wird die Steigung der BSA-Standardgerade bestimmt, woraus der 

Proteingehalt der Proben bestimmt werden kann. Anschließend wird berechnet wie viel µl 

HBSS-Puffer den einzelnen Proben zugegeben werden muss, um eine einheitliche 

Proteinkonzentration von 0,2 mg / ml zu erzielen. Nach Verdünnung der Proben auf  0,2 mg / 

ml mit HBSS-Puffer, werden von allen Proben 100 µl (20 µg) in eine schwarze 

undurchsichtige Platte überführt (Zellen vorher resuspendieren). Nun wird im Mithras 

Fluoreszenzmessgerät die Fluoreszenz für YFP (Anregungsfilter 500/10, Emissionsfilter 

F535) gemessen. Die Auswertung erfolgt in Excel. Zuerst wird von allen Messwerten die 

jeweilige Hintergrundfluoreszenz (untransfizierte Zellen) subtrahiert, um die verbleibende 

YFP-Fluoreszenz zu bestimmen. Diese wird in einem Balkendiagramm in „Graph Pad Prism“ 

dargestellt und ist ein direktes Maß für die Dimerisierung. Für die Bestimmung der relativen 

BiFC-Effizienzen werden zuerst aus den einzeln transfizierten Proben (EYFP-N1 und GFP²-

N3) die Korrekturfaktoren (x/y) des jeweiligen „Bleedthrough“ berechnet. Die GFP²/YFP 

Fluoreszenz-Ratio (x) wird bestimmt aus Zellen die nur EYFP exprimieren und die YFP/GFP² 

Fluoreszenz-Ratio (y) wird bestimmt aus Zellen die nur GFP² exprimieren. Anschließend 

werden die gemessenen EYFP und GFP² Fluoreszenzen in den coexprimierten Proben mit 

folgender Formel korrigiert:
273

 

          
             

     
 

 

         
             

     
 

Gl. 9-4: Formeln zur Korrektur der gemessenen EYFP und GFP² Fluoreszenzen.
273
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Die relative BiFC-Effizienz berechnet sich anschließend folgendermaßen: 

 

               
                

        

 

Gl. 9-5: Formel zur Berechnung der relativen BiFC-Effizienz.
273

 

 

Um die Expression der gemessenen Proben zu überprüfen, wird die restliche Zellsuspension 

von allen Proben (je eine von einem Duplikat, Proben ohne GFP² als interne Kontrolle) 

zentrifugiert (5 min, 1000 g) und es wird ausgerechnet, wie viel µg Protein die jeweiligen 

Pellets enthalten. (z. B. es sind nach Abnahme der 100 µl für die Messung noch 200 µl der  

0,2 mg/ml Zellsuspension übrig > Zellpellet = 40 µg) Die so erhaltenen Zellpellets werden in 

1- fach SB-Probenpuffer aufgenommen und auf eine Konzentration von 1 µg/µl gebracht. 

Alle Proben werden zur Zelllyse kurz mit Ultraschall behandelt und anschließend bis zur 

Durchführung der Western Blots sofort bei -20°C eingefroren.  

 

9.16 Kolokalisationsexperimente 

Für die Kolokalisationsexperimente wurden die wie in Abschnitt 9.7.6 behandelten 

Zellobjekte (hA2A-ECFP-A2B-EYFP) im Arbeitskreis von Prof. Hoch mit einem konfokalen 

Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dabei wurde das ECFP mit einem 458 nm Laser angeregt 

und die Emission wurde bei 470-500 nm gemessen während das EYFP mit einem 514 nm 

Laser angeregt wurde und bei 520-550 nm wurde die Emission gemessen.  

 

9.17 Molekularbiologische Arbeiten 

 

9.17.1 Western Blots 

Am Tag der Durchführung der Western Blots werden die in Abschnitt 9.15 erhaltenen Proben 

aufgetaut und 10 min bei 40°C erhitzt. Auf ein SDS-Gradientengel (4-12 %) werden je 25 µg 

der Proben sowie ein vorgefärbter Proteinmarker (10 µl) aufgetragen und bei 200 Volt ca. 1 h 

aufgetrennt. Anschließend werden die Proteine bei 100 Volt 1 h auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen. Zur Kontrolle des Übertrags der Proteine auf die 

Membran wird eine Ponceau-S-Färbung (Inkubation der Membran 2 min in 0,2 % Ponceau-       

S/2 % Trichloressigsäure) durchgeführt. Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen, wird 

die Membran nach mehrmaligem Waschen mit destilliertem Wasser, 1 h mit 15 ml 5 % 

Milchpulver/PBS-0,1 % Tween 20 geblockt. Anschließend erfolgt die Zugabe der ersten 

Antikörper (Monoklonaler Antikörper anti-GFP (1:3000), monoklonaler Antikörper anti-HA 
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(1:1000) welche 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert werden. Als nächstes erfolgen 3 mal          

20 min Waschritte mit je 15 ml PBS-0,1 % Tween 20. In einem nächsten Schritt erfolgt die 

Zugabe des zweiten Antikörpers, (anti-Maus, 1:3000, Inkubation 50 min RT) welcher an eine 

„Horseradish“-Peroxidase gekoppelt ist. Nach weiteren Waschritten mit PBS-0,1 % Tween 20 

(3 mal 20 min) wird das Enzymsubstrat (4 ml) zugegeben, 3 min inkubiert und nachfolgend 

können durch die Chemolumineszenz Röntgenfilme belichtet (10 s) werden, welche 

anschließend in einem Röntgenentwickler entwickelt werden. 

 

9.17.2 Agarose Gelelektrophorese 

Für alle Klonierungen wurden 1 % ige Agarosegele hergestellt. Für ein großes Gel werden  

0,5 g Agarose in 50 ml TAE-Puffer und für ein kleines Gel 0,25 g in 25 ml TAE-Puffer 

gelöst. Um die Agarose vollständig zu lösen, wird die Suspension in einer Mikrowelle 

mehrmals kurz zum Sieden erhitzt. Anschließend wird die Lösung auf 50°C bei 

Raumtemperatur abgekühlt und es wird Gelredkonzentrat in einer Verdünnung von 1:10000 

dazu gegeben. Nachfolgend wird die Suspension gemischt und in einen mit Kämmen 

vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Nach dem Erstarren  wird der Kamm entfernt und das 

Gel wird in eine Elektrophoresekammer überführt, die mit TAE-Puffer gefüllt ist. Die DNA-

Proben werden mit 6 fach Ladepuffer versetzt und es werden 6-30 µl in die Taschen geladen. 

Anschließend erfolgt eine Elektrophorese bei 75-100 Volt. Danach wird das Gel mit Hilfe 

einer UV-Lampe ausgewertet. 

 

9.17.3 Herstellung von LB-Medium 

25 g LB-Medium werden nach Herstellerangaben in 1,0 l deionisierten Wasser gelöst. Die 

Lösung wird bei 121°C 30 min autoklaviert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C 

gelagert. Für das Anziehen von Bakterien werden je nach verwendetem Vektor Ampicillin, 

(Endkonzentration 100 µg / ml) Kanamycin (Endkonzentration 100 µg / ml) oder Zeocin 

(Endkonzentration 25 µg / ml)  zugegeben und es wird gut gemischt. 

 

9.17.4 Herstellung von Agarplatten 

In 1,0 l deionisiertem Wasser werden nach Herstellerangaben 32 g LB-Agar gelöst. Die 

Lösung wird autoklaviert und auf 50°C bei Raumtemperatur abgekühlt. Anschließend wird je 

nach verwendetem Vektor Ampicillin, (Endkonzentration 100 µg / ml) Kanamycin 

(Endkonzentration 100 µg / ml) oder Zeocin (Endkonzentration 25 µg / ml) zugegeben und 

die Lösung wird gemischt. Danach werden je ca. 20 ml der Lösung in vorbereitete 
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Petrischalen  gegossen. Nach dem Erstarren werden die Schalen mit der Oberseite nach unten 

bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

 

9.17.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

 

Für die PCR wurde ein Mastermix gewählt, der aus folgenden Komponenten bestand: 

 

x µl  Template-DNA (10-20 ng) 

2 µl f / r-Primer (5 µM) 

5 µl 10 x Pyrobest-Puffer 

4 µl dNTP Mix (2,5 mM ) 

0,5 µl Pyrobest-Polymerase 

(Optional 2,5 µl DMSO 100 %) 

Ad 50 µl steriles Wasser   

 

Bei der PCR des GABABR2-Rezeptors wurde dem PCR-Ansatz zusätzlich aufgrund der 

ungünstigen Anfangssequenz (Ausbildung von Sekundärstrukturen) 5 % DMSO 

(Endkonzentration) zugesetzt. 

 

Es wurden 30 Zyklen des folgenden PCR-Programms durchgeführt: 

 

10 s   98°C  

10 s   98°C 

1 min  x°C (je nach Anlagerungstemperatur der Primer)            30 x 

1-3 min 72°C (je nach Größe des PCR-Produktes) 

10 min 72°C  

 

9.17.6 Aufreinigung von PCR-Produkten 

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde mit dem „DNA clean and Concentrator
  
Kit“ nach 

Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

9.17.7 Extraktion von DNA aus einem Agarosegel 

Die gewünschten DNA-Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem „Gel DNA 

Recovery Kit“ nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
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9.17.8 Restriktionsverdau 

Je nach geplanter Klonierung wurden die Vektoren sowie die aufgereinigten PCR-Produkte 

mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten. 

 

Die Restriktionsansätze wurden wie folgt hergestellt: 

 

x µl DNA (ca. 200 ng Vektor und  bis zu 1 µg von dem PCR-Produkt) 

2 µl (10 x Fast Digest 10 x Puffer) 

1 µl je von den entsprechenden Enzymen (Fast Digest Enzyme) 

Ad 20 µl steriles Wasser 

 

Die Ansätze wurden je nach Enzym und Herstellerangaben 5 min oder 30 min bei 37°C 

inkubiert. Um kleine DNA Stücke zu entfernen wurden die Ansätze vor der Ligation mit dem 

„DNA clean and Concentrator
  
Kit“ nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 

 

9.17.9 Auffüllen von 5´-überhängenden Enden mit der T4-DNA-Polymerase 

Zum Auffüllen von 5´-überhängenden DNA-Enden diente unter anderem die T4-DNA-

Polymerase. Die Reaktion wurde in einem Endvolumen von 20 µl mit folgenden 

Komponenten angesetzt: 

 

x µl DNA (ca. 1 µg) 

2 µl NEB-Puffer 2 

2 µl BSA (10 x) 

1 µl dNTPs (2 mM) 

1 µl T4-DNA-Polymerase 

Ad 20 µl steriles Wasser   

 

Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei 12°C inkubiert und anschließend mit dem „DNA clean 

and Concentrator
  
Kit“ nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 

 

9.17.10  Auffüllen von 5´-überhängenden Enden mit dem Klenow-Fragment 

Des Weiteren wurde auch das Fragment der DNA-Polymerase I  verwendet, um nach einem 

Restriktionsverdau 5`-Überhänge aufzufüllen. 
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Folgender Reaktionsansatz wurde dafür hergestellt: 

 

x µl DNA 

2 µl (10 x Reaktionspuffer) 

0,5 µl dNTPs (2 mM) 

Ad 20 µl steriles Wasser   

 

Der Reaktionsansatz wurde 10 min bei 37°C inkubiert und anschließend mit dem „DNA clean 

and Concentrator
  
Kit“ nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. 

 

9.17.11  Ligation mit T4-DNA-Ligase 

Die geschnittenen aufgereinigten Vektoren wurden mit den geschnittenen aufgereinigten 

PCR-Produkten hauptsächlich im Verhältnis 1:6 ligiert. 

 

Ligationsansatz: 

 

x µl Vektor-DNA (~ 50 ng) 

y µl PCR-Produkt (~ 300 ng) 

2 µl (10 x Ligase-Puffer) 

2 µl (ATP 10 mM) 

1 µl T4-DNA-Ligase 

Ad 20 µl steriles Wasser 

 

Der Ligationsansatz wurde im Fall von „überhängenden Enden“ 2 h und bei der Ligation von 

„glatten Enden“ über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

9.17.12  Herstellung von chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien 

4 ml LB-Medium werden mit 50 µl Glycerinkultur von E.coli angeimpft und bei 37°C,            

220 rpm, über Nacht in den Inkubator gestellt. Anschließend werden die 4 ml Übernachtkultur 

in 40 ml LB-Medium überführt und nach 45 min Kultivierung wird die Absorption der 

Bakteriensuspension bei 550 nm gemessen. Nachdem eine OD von 0,5 erreicht wurde,  

(Blindwert LB-Medium) werden die Bakterien bei 4°C und 1700 g 20 min pelletiert. Das 

Pellet wird in 20 ml sterilen eiskalten 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert und 30 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend erfolgt eine Zentrifugation 20 min bei 1700 g und 4°C. Die 
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erhaltenen Pellets werden in 2 ml CaCl2 Lösung resuspendiert und mit 0,5 ml Glycerol 

versetzt. Nachfolgend wird die Bakteriensuspension in 100 µl  Portionen aliquotiert und bis 

zur Verwendung bei -80°C eingefroren. 

 

9.17.13  Transformation von chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien 

Auf Eis wird der komplette Ligationsansatz zu 100 µl chemisch kompetenten Top 10 E. coli 

gegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgt ein Hitzeschock bei 37°C für 2 min. Die 

Bakteriensuspension wird erneut für 2 min auf Eis inkubiert und anschließend werden 250 µl 

SOC-Medium zugegeben. Es folgt eine Stunde Inkubation bei 37°C und 200 U/min. Danach 

werden je 150 µl mit einem Drigalski-Spatel gleichmäßig auf einer Agarplatte ausgestrichen. 

Die Platten werden mit der Oberseite nach unten für 12-16 Stunden bei 37°C im Brutschank 

inkubiert. 

 

9.17.14  Anzucht von Monoklonen in Übernachtkulturen 

Mehrere Bakterienkolonien werden mit einer gelben Pipettenspitze in 4 ml LB-Medium mit 

dem entsprechenden Antibiotikum überführt und für 12-16 Stunden bei 37°C inkubiert. 

 

9.17.15  Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien 

Je nach benötigter DNA-Menge für nachfolgende Experimente, werden 

Bakteriensuspensionen für Mini- (4 ml LB-Medium), Midi- oder Maxipräparationen                  

(bis 250 ml LB-Medium) angezogen. Die Aufreinigung der DNA aus den Übernachtkulturen 

erfolgte mit dem Zymo Plasmid Mini- bzw. Maxipräparationskit oder dem Invitrogen Plasmid 

Midipräparationskit  nach Herstellerangaben. 

Dabei wird das Prinzip der alkalischen Lyse, der Ethanolfällung und der Elution über 

spezifische Säulen durch Zentrifugation ausgenutzt.  

 

9.17.16  Sequenzierung 

Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GATC-Biotech. Dafür wurden je etwa 1 µg DNA 

in Wasser verdünnt und in einem Volumen von 30 µl eingeschickt. 

Es wurden Sequenzierungsprimer verwendet, die in ca. 55 bp Abstand zur Sequenz der 

Rezeptor-DNA, in der Vektorsequenz binden. 
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9.17.17  Anlegen von Glycerinkulturen 

In einem Kryogefäß werden 150 µl Glycerol (15 %) vorgelegt. Aus einer frisch angezogenen 

Bakterien-Übernachtkultur werden 850 µl dazu gegeben. Die Kulturen werden bei –20°C und 

–80°C gelagert und können zur erneuten Anzucht von Übernachtkulturen verwendet werden. 

Dafür werden ca. 100 µl entnommen und in 4 ml LB-Medium inkubiert. 

 

9.17.18  Konzentrationsbestimmung von DNA 

2 µl DNA werden mit 998 µl Wasser gemischt. Um die Konzentration zu erhalten, wird die 

Lösung photometrisch unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors (1:500), bei einer 

Absorption von 260 nm gemessen. Zur Nullwert-Bestimmung wurde Wasser benutzt. 

 

9.17.19  Nachträgliches Einfügen eines Tags oder einer Linkersequenz 

Für einige DNA-Konstrukte war es notwendig, nachträglich mit den entsprechenden 

Restriktionsenzymen, „in Frame“ ein HA-Tag einzuführen (MYPYDVPDYA) oder die 

Linkersequenz zwischen Rezeptorgen und Tag auszutauschen. Dafür wurden komplementäre 

Primer mit den entsprechenden überhängenden Enden der verwendeten Restriktionsenzyme 

hergestellt. Die Original-Primerstammlösungen wurden auf eine Konzentration von 1 µg/µl 

verdünnt. Anschließend wurden je 10 µl des einen Primers mit je 10 µl des komplementären 

Primers gemischt, für 4 min bei 94°C in der PCR-Maschine erhitzt, auf 55 °C für 2 min 

heruntergekühlt und danach für eine  Ligation auf Eis gestellt. Für die Ligation wurden ca.        

30 ng der geschnittenen Vektoren sowie die kompletten 20 µl der Primermischung eingesetzt. 

Nach einer Transformation, Minipräparation und Sequenzierung wurden positive Klone 

erhalten. 

 

9.17.20  RNA-Isolierung aus Zellkulturen 

Am Tag der Versuchsdurchführung wird eine mittlere zu 80-90 % konfluent bewachsene 

Zellkulturflasche der entsprechenden Zelllinie benötigt. Unter der Werkbank wird das 

Medium abgenommen und die Zellen werden mit 5 ml PBS-Puffer pH 7,4 gewaschen. 

Anschließend werden unter dem Abzug langsam 3 ml Trizol RS-Reagenz zu den Zellen 

getropft und die Zellkulturflasche wird dabei geschwenkt. Es erfolgt eine 10 minütige 

Inkubation bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation werden je 1 ml der Zelllösung in drei 

Eppendorfgefäße überführt und pro Gefäß werden 200 µl Chloroform zugegeben und es wird 

15 s stark geschüttelt. Es erfolgt eine 10 minütige Inkubation bei Raumtemperatur und 

anschließend werden 15 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Es werden drei Phasen 
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sichtbar, unten eine organische rötliche Phase, eine weiße schleimige Interphase und eine 

obere wässrig klare Phase, welche die RNA enthält. Von allen Ansätzen wird die obere klare 

Phase abgenommen und in drei neue Eppendorfgefäße überführt. Es werden je 500 µl 

eiskaltes Isopropanol zugeben und es wird kurz invertiert sowie 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend erfolgt eine Zentrifugation für 10 min, 12000 g bei 4°C. Der 

Überstand wird vorsichtig abgeschüttet und es erfolgt eine Zugabe von je 1 ml eiskaltem 70 % 

igen Ethanol. Nach Vortexen erfolgt eine Zentrifugation von 5 min, 7500 g bei 4°C. Der 

Überstand wird komplett abgenommen und die RNA-Pellets werden bei Raumtemperatur 

getrocknet. Anschließend werden alle Pellets nacheinander in 25 µl RNase-freiem Wasser 

resuspendiert. Idealerweise sollte der so erhaltene mRNA-Pool direkt in cDNA 

umgeschrieben werden oder sofort bei -20°C gelagert werden. 

 

9.17.21  Reverse Transkriptions-PCR 

Für das Umschreiben von mRNA in cDNA wurde das Omniscript-Kit von Qiagen verwendet.  

Folgender Reaktionsansatz wurde dafür hergestellt: 

 

 3 µl isolierte mRNA 

 2 µl 10 x Puffer RT 

 2 µl dNTP-Mix 

 2 µl Oligo-dT-Primer (nicht im Kit enthalten) 

10 U RNase-Inhibitor 

1 µl Reverse Transkriptase 

Ad 20 µl steriles Wasser   

 

Es erfolgt eine Inkubation für 1 h bei 37°C. Bis zur PCR wurde die cDNA und die 

verbleibende mRNA bei -20°C gelagert. 

 

9.17.22  Gen-Fragment Amplifizierung aus cDNA 

Um zu untersuchen, ob in dem hergestellten cDNA-Pool das Gen von Interesse vorhanden ist, 

werden entsprechende Primer eingesetzt. Als negative Kontrolle wurde außerdem die cDNA 

von untransfizierten CHO-K1 Zellen verwendet. Um zu überprüfen, ob die Isolierung der 

RNA bzw. das Umschreiben der mRNA in cDNA funktioniert hat, werden Primer die gegen 

das Referenzgen β-Aktin, welches unabhängig von äußeren Einflüssen exprimiert wird, 

eingesetzt.  
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}

3 

Folgende PCR-Ansätze wurden hergestellt: 

 

2 µl cDNA 

1 µl f / r-Primer (5 µM) 

12,5 µl Biomix 

8,5 µl H2O, steril 

25 µl  

 

Es wurden 25 Zyklen des folgenden PCR-Programms durchgeführt: 

 

4 min  94°C  

1 min  94°C 

1 min  x°C (je nach Anlagerungstemperatur der Primer)            25 x 

1 min 72°C  

10 min 72°C  
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10 Abkürzungsverzeichnis 

Abb.      Abbildung 

ADA     Adenosindesaminase 

ADP     Adenosindiphosphat 

AMP     Adenosinmonophosphat 

ATP     Adenosintriphosphat 

BAPTA    1,2-Bis-(O-aminophenoxy)ethan-N,N,N´,N´-tetraessigsäure 

BAY60-6583  2-[6-Amino-3,5-dicyano-4-[4-

(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-ylsulfanyl]acetamid 

BiFC     Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementation 

Bmax     Maximale Bindungsstellenzahl 

bp     Basenpaare  

Bq     Becquerel (=Zerfälle pro Minute) 

BRET     Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

BSA     Bovines Serumalbumin 

°C     Grad Celsius 

[Ca
2+

]i     intrazelluläre Calciumkonzentration 

CADO    2-Chloradenosin 

cAMP     cyclisches Adenosinmonophosphat 

Capadenoson  2-Amino-6-[[[2-(4-chlorophenyl)-4-thiazolyl]methyl]thio]-4-[4-

(2-hydroxyethoxy)phenyl]-3,5-pyridindicarbonitril 

[³H]CCPA    [
3
H]2-Chlor-N

6
-cyclopentyladenosin 

cDNA     copy Desoxyribonukleinsäure 

CFP     cyan fluorescent protein (cyan-fluoreszierendes Protein) 

CGS15943    5-Amino-9-chlor-2-(2-furyl)[1,2,4]-triazolo[1,5-c]-chinazolin 

CGS21680  2-(4-((2-Carboxymethyl)phenyl)ethylamino)-5´-N-

ethylcarboxamidoadenosin 

CHO     Chinesische Hamster Ovarien 

Ci     Curie (1 Ci = 37 GBq) 

CPA     N
6
-Cyclopentyladenosin 

cpm     Counts per minute, Zahl der gezählten Zerfälle pro Minute   

DAG     Diacylglycerol 

δ     Delta 

DMEM    Dulbecco´s modified Eagle Medium 
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DMSO    Dimethylsulfoxid 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dNTP     Desoxynukleotidtriphosphat 

DPCPX    1, 3-Dipropyl-8-cyclopentylxanthin 

dpm     Zahl der Zerfälle pro Minute 

ECFP     enhanced CFP 

EC50     Halbmaximale effektive Konzentration 

E.coli     Escherichia coli 

EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 

ER     Endoplasmatisches Retikulum 

EYFP     enhanced YFP 

f     forward 

FCS     Fetal Calf Serum (fötales Kälberserum) 

FRET     Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

G418    Genticinsulfat 

GABA    γ-Aminobuttersäure 

GDP     Guanosindiphosphat 

GF/C     Glasfaserfilter vom Typ C 

GF/B     Glasfaserfilter vom Typ B 

GFP     green fluorescent protein (grün-fluoreszierendes Protein) 

GPCR     G-Protein-gekoppelter Rezeptor 

GTP     Guanosintriphosphat 

h     human 

HA     Hämagglutinin 

HBSS     Hank's Buffered Salt Solution 

HEK     Human Embryonic Kidney 

HEPES    N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-methylcarboxamid 

HER     Hypoxia Responsive Element 

HIF     Hypoxia Inducible Factor 

[
125

I]ABOPX  [
125

I]3-(4-Amino-3-iodobenzyl)-8-phenyl-(4-oxyessigsäure)-1-

propylxanthin 

IB-MECA     N
6
-(3-Iodbenzyl)adenosin-5´-N-methylcarboxamid 

IC50     Halbmaximale Inhibitionskonzentration 

IL-6/-8-10    Interleukin-6/-8/-10 
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IP3     Inositol-1,4,5-trisphosphat 

I. U.     Internationale Einheit 

kDA     kilo Dalton 

KD     Gleichgewichtsdissoziations-Konstante 

Ki     Gleichgewichtsinhibitions-Konstante 

KRH     Krebs-Ringer-HEPES 

KW-3902  8-(Hexahydro-2,5-methanopentalen-3a(1H)-yl)-3,7-dihydro-1,3-

dipropyl-1H-purine-2,6-dione 

LB     lysogeny broth 

L-DOPA   L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 

LSC     Liquid Scintillation Counter (Flüssigszintillations-Zähler) 

m     Maus 

m-/µ-/nM    milli-/mikro-/nanomolar 

MAPK    Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

min     Minute 

MRE-3008F20  5-N-(4-Methoxyphenylcarbamoyl)amino-8-propyl-2(2-furyl)-

pyrazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]-pyrimidin 

mRNA    messenger RNA 

MRS-1754  N-(4-Cyanophenyl)2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-

dipropyl-1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamid 

[³H]MSX-2  [
3
H]3-(3-Hydroxypropyl)-8-m-methoxystyryl)-7-methyl-1-

propargylxanthin 

Myc Myelocytomatosis virales Onkogen 

n     Anzahl der durchgeführten Versuche 

n.b.     nicht bestimmt 

NECA    N-Ethylcarboxamidoadenosin 

NG105-15    Maus-Neuroblastoma x Ratten-Glioma-Hybridzelllinie 

nm     Nanometer 

OSIP-339391  N-(2-{2-Phenyl-6-[4-(3-phenylpropyl)-piperazin-1-carbonyl]-

7H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino}ethyl)acetamid 

PBS-Puffer    Phospate Buffered Saline  

PCR     Polymerase-Kettenreaktion 

PIP2     Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PKA     Proteinkinase A  
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PKC     Proteinkinase C 

PLC     Phospholipase C 

PS     Penicillin-Streptomycin 

PSB     Pharmaceutical Sciences Bonn 

PSB-10  (R)-8-Ethyl-4-methyl-2-(2,3,5-trichlorophenyl)-4,5,7,8-

tetrahydro-1H-imidazo[2,1-i]purin-5-on  

PSB-36 1-Butyl-8-(3-noradamantanyl)-3-(3-hydroxypropyl)xanthin 

[³H]PSB-11  [
3
H]8-Ethyl-4-methyl-2-phenyl-(8R)-4,5,7,8-tetrahydro-1H-

imidazo-[2,1-i]purin-5-on 

[³H]PSB-298  [
3
H]8-{4-[2-(2-Hydroxyethylamino)2-oxo-ethoxy]phenyl}-1-

propylxanthin 

[³H]PSB-603    [
3
H]8-(4-(4-(4-Chlorphenyl)-piperazin-1-sulfonyl)-phenyl)-1- 

propylxanthin 

PTX     Pertussis Toxin 

r     Ratte 

Regadenoson  CVT3146, Lexiscan
TM

, 2-[4-[(Methylamino)carbonyl]-1H-

pyrazol-1-yl]adenosin 

R-PIA     (R)-N
6
-Phenylisopropyladenosin 

rpm     rotations per minute = Umdrehungen pro Minute 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute 

RT     Raumtemperatur 

RT-PCR    Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 

s     Sekunde 

SCH58261  5-Amino-7-(2-phenylethyl)-2-(2-furyl)pyrazolo[4,3-e]-1,2,4-

triazolo[1,5-c]pyrimidin 

SDS     Natriumdodecylsulfat 

SEM     Standard error of mean (Standardfehler des Mittelwertes) 

Tab.     Tabelle 

TAE     Tris-Acetat-Essigsäure 

TM     Transmembranäre Helix 

TR-FRET    time-resolved-FRET 

TRIS     Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U     Unit (Einheit) 

UDP     Uridindiphosphat 
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UTP     Uridintriphosphat 

UV     Ultraviolett 

vs.     versus (gegen) 

VSV-G    Vesikuläres Stomatitis Virus G-Protein 

WT     Wildtyp 

YFP     yellow fluorescent protein (gelb-fluoreszierendes Protein) 

z. B.     zum Beispiel 

[³H]ZM241385  [
3
H]4-(2-((7-Amino-2-(furyl)1,2,4-triazolo[2,3-a]-1,3,5-triazin-

5-yl)amino)ethyl)phenol 
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